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Résumé 
 
 - i -  
La dysautonomie familiale est une pathologie neurodégénérative qui touche les systèmes 
nerveux sensoriel et autonome. Cette maladie résulte de mutations de perte de fonction du gène 
codant pour la protéine ELP1. Celle-ci permet l’assemblage d’Elongator, un complexe doué d’une 
activité acétyltransférase et composé de six sous-unités réparties en deux sous-complexes 
protéiques : d’une part le « core-Elongator » (ELP1 à ELP3) et d’autre part le complexe HAP (ELP4 
à ELP6). Alors que la sous-unité ELP3 est capable d’acétyler de nombreux substrats dont les 
histones nucléaires et la tubuline-α cytoplasmique, une activité ATPase a récemment été 
identifiée dans le complexe ELP4-6. Initialement identifié sur base de son association à l’ARN 
polymérase II, Elongator a depuis été caractérisé comme un acteur important de l’acétylation des 
microtubules, de même que comme complexe requis pour certaines modifications des ARNs de 
transfert. Ces fonctions moléculaires très diverses lui confèrent la capacité de réguler de 
nombreux processus physiologiques tels que la division ou la migration cellulaire. Une meilleure 
connaissance des fonctions moléculaires d’Elongator permettrait non seulement d’éclaircir son 
rôle dans ces différents processus cellulaires mais également de révéler de nouvelles fonctions. 
Au moment d’entamer nos travaux, l’identité des sous-unités humaines ELP1, 2, 3 et 4 était 
connue, à l’inverse des sous-unités ELP5 et ELP6. Nous avons donc entrepris d’identifier et de 
caractériser ces deux protéines. La purification de la protéine ELP4 humaine nous a permis 
d’isoler le complexe Elongator dans son intégralité. Ainsi, nous avons pu identifier les protéines 
DERP6 et C3ORF75 comme étant respectivement les sous-unités ELP5 et ELP6 du complexe 
Elongator humain. Nous avons en outre démontré qu’ELP5 est indispensable pour permettre 
l’association entre ELP3 et à ELP4, ceci suggérant qu’ELP5 est également requis pour l’intégrité et 
la fonction d’Elongator. 
Notre laboratoire a précédemment mis en évidence l’importance d’Elongator dans la 
migration cellulaire. Compte-tenu du fait que la migration est une étape critique dans l’acquisition 
du pouvoir invasif et métastatique des cellules cancéreuses, nous avons voulu déterminer dans 
quelle mesure Elongator intervenait dans ces processus physiopathologiques en étudiant une 
lignée dérivée de mélanome murin à titre de modèle expérimental. La perte de fonction 
d’Elongator altère la mobilité de ces cellules de même que leur capacité à former des colonies en 
agar mou. Les mêmes résultats ont été obtenus en invalidant les sous-unités Elp5 et Elp6 
nouvellement identifiées dans ces cellules murines. L’ensemble de nos résultats montre 
qu’Elongator est requis pour la migration et la tumorigénicité des cellules cancéreuses issues de 
mélanome murin et que les sous-unités DERP6/ELP5 et C3ORF75/ELP6 confèrent ces propriétés 
cellulaires en tant que sous-unités de ce complexe. 
 
   
 
Abstract 
 - ii -   
Familial Dysautonomia is a neurodegenerative disorder that affects the autonomic and 
sensory nervous systems. This disease results from loss-of-function mutations of the ELP1-
encoding gene. ELP1 is required for the integrity of the so-called Elongator complex, which is 
composed of two sub-proteins complexes, namely the core-Elongator (ELP1 to ELP3) and HAP 
(ELP4 to ELP6). While ELP3 is acting as an acetyltransferase that target multiple substrates 
such as nuclear histones and cytoplasmic α-tubulin, the ELP4-6 has been recently described as 
an ATPase. This complex has been initially identified as a component of a 
hyperphosphorylated RNA polymerase II holoenzyme. As a result, Elongator is involved in 
transcriptional elongation. Since, other roles have been assigned. Elongator is indeed also 
required for some tRNA modifications in the cytoplasm and consequently controls translation 
fidelity. Those molecular functions underlie the capacity of Elongator to regulate cell division, 
DNA-damage response and cell motility.  It is likely that a better understanding of the 
molecular functions of Elongator will clarify its role in these cellular processes and probably 
highlight new features. 
The identity of human ELP1 through ELP4 has been reported but human ELP5 and ELP6 
have remained uncharacterized. We therefore initiated a study dedicated to the identification 
and characterization of both proteins. A biochemical purification of ELP4 was conducted to 
isolate all associated proteins. Such experimental approach led to the identification of DERP6 
and C3ORF75 as human ELP5 and ELP6 subunits of the Elongator complex, respectively. We 
further investigated the cellular functions of both subunits by combining biochemical analysis 
and cellular assays. Our results show that DERP6/Elp5 is required for the integrity and the 
fucntion of Elongator and directly connects ELP3 to ELP4. 
Our laboratory has previously demonstrated the key role of Elongator in cell migration. 
As cell motility is required for cell invasion and metastasis, we therefore investigated to which 
extent Elongator is involved in those processes. The migration and tumorigenicity of 
melanoma-derived cells are significantly decreased upon Elongator invalidation through Elp1 
or Elp3 depletion. Strikingly, DERP6/Elp5 and C3ORF75/Elp6-depleted melanoma cells have 
similar defects, further supporting the idea that DERP6/Elp5 and C3ORF75/Elp6 are essential 
for Elongator function. Together, our data identify DERP6/ELP5 and C3ORF75/ELP6 as key 
players for migration, invasion and tumorigenicity of melanoma cells, as integral subunits of 
Elongator. 
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Partie n°1 : 





La dysautonomie familiale est une pathologie génétique récessive qui affecte le 
développement et la survie des neurones du système nerveux autonome et sensoriel (Axelrod, 
2004). Cette pathologie est provoquée par la perte de fonction du gène codant pour la 
protéine Elp1 qui est l’une des sous-unités du complexe Elongator (Anderson et al., 2001; 
Hawkes et al., 2002; Otero et al., 1999; Svejstrup, 2007). Des travaux réalisés notamment 
dans notre laboratoire ont mis en évidence l’importance de ce complexe dans la migration 
cellulaire, ce qui expliquerait partiellement les symptômes de cette pathologie (Close et al., 
2006; Naumanen et al., 2008). La migration est un processus qui intervient également dans le 
pouvoir métastatique des cellules malignes (Liotta et al., 1983).  
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1. Généralités sur la migration 
La migration cellulaire est un mécanisme fondamental tant au cours de l’embryogenèse 
qu’à l’âge adulte en condition physiologique normale ou pathologique (Lauffenburger and 
Horwitz, 1996). En situation normale, ce processus intervient notamment dans la défense 
immunitaire et la réparation. En condition pathologique, la migration joue un rôle crucial dans 
le pouvoir invasif et métastatique des cellules tumorales (Lauffenburger and Horwitz, 1996). 
Bien qu’il existe différents modes de déplacement dépendant du type cellulaire et présentant 
chacun des caractéristiques uniques, le mécanisme général de migration reste commun 
(Vicente-Manzanares et al., 2005).  
2. Les acteurs de la migration cellulaire 
2.1. La matrice extracellulaire 
La matrice extracellulaire (MEC) fait partie du microenvironnement cellulaire (Hynes, 
2009). C’est une structure dynamique composée d’un réseau de macromolécules sécrétées 
dans l’espace extracellulaire. Elle est formée de protéines, de protéoglycanes et de 
glycoprotéines (Lu et al., 2011). Les composants de la matrice extracellulaire ne sont pas figés, 
ils varient de façon continue, notamment en fonction du type de tissu et du stade de 
développement des cellules. Ils interagissent entre eux et avec les cellules environnantes (Lu 
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 Le collagène est le composant majeur de la MEC chez l’homme (Shoulders and Raines, 
2009). Il possède des fonctions mécaniques et structurales, mais celui-ci est également 
impliqué dans l’adhérence, la migration cellulaire, l’angiogenèse, le développement de 
cancers, la morphogenèse et la réparation des tissus (Kadler et al., 2007). 
2.2. Le cytosquelette 
 Le cytosquelette est une structure dynamique intracellulaire, qui interagit avec tous les 
organelles de la cellule (Boldogh and Pon, 2006). Il est composé de trois types de fibres : les 
filaments d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules (Etienne-Manneville, 
2004a) (Fig.2). 
 
Figure 1. Rôles et conséquences biologiques du dynamisme de la MEC. 
1) Ancrage de la cellule à la membrane basale : essentiel pour différents processus 
biologiques (division asymétrique des cellules souches, maintenance de la polarité 
cellulaire). 2) Rôle de barrière 3) ou au contraire favorisant la migration cellulaire. 4) 
Réservoir de facteurs de croissance dans le milieu extracellulaire et mise en place d’un 
gradient de concentration. 5) Certains composants de la MEC peuvent lier des facteurs de 
croissance et fonctionner comme corécepteur 6) ou en tant que présentateur. 7) Par ses 
propriétés biochimiques, la MEC peut influencer le comportement cellulaire, par exemple la 
différenciation cellulaire. Figure adaptée de (Lu et al., 2011). 
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L’élément de base d’un filament d’actine est un monomère d’actine globulaire couplé à 
l’ATP (actine-G). Ces monomères d’actine s’associent afin de générer les microfilaments (MFs) 
(Winder and Ayscough, 2005). Le filament d’actine est asymétrique : il possède une extrémité 
dite barbée (+) et à l’opposé, une extrémité dite pointue (-) (Fig.3). Il existe une différence de 
concentration en monomère d’actine-G disponible aux deux extrémités du filament 
(concentration critique), ce qui fait que l’extrémité barbée grandit 5 à 10 fois plus vite que 
l’extrémité pointue (Pollard and Cooper, 1986). En phase d’équilibre, il y a ajout de 
monomère à l’extrémité barbée et perte d’actine-G à l’extrémité pointue (Pollard and 
Mooseker, 1981). Ce processus est continu dans une cellule immobile et est nommé 
« treadmilling » ou tapis roulant (Rottner et al., 1999). Afin que ce phénomène génère la force 
nécessaire pour faire avancer la cellule, il faut que les protrusions membranaires 
(lamellipodes) contenant les filaments d’actine puissent s’ancrer dans un substrat au niveau 
de complexes d’adhérence (Rottner et al., 1999). La figure 3 est une représentation 
schématique des différentes protéines associées à l’actine et qui régulent le dynamisme des 
MFs (Ridley et al., 2003).  
Figure 2. Localisation des molécules du cytosquelette. 
Les différents composants du cytosquelette sont marqués : rouge pour l’actine, 
vert pour les filaments intermédiaires et bleu pour les microtubules 
(http://www.lptl.jussieu.fr/user/lesne/CoursMotilite.pdf). 
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Parmi les composants du cytosquelette, il y a les microtubules (MTs). Ceux-ci sont 
constitués de tubuline, un hétérodimère composé des sous-unités α et β (Downing and 
Nogales, 1998). Les dimères de tubuline s’assemblent en une chaîne stable pour former des 
protofilaments en présence de GTP. Ces derniers s’associent latéralement pour former les 
MTs. Ce sont les seuls composants du cytosquelette à posséder une lumière centrale 
(Downing and Nogales, 1998). Ils sont également polarisés, et l’extrémité «+» polymérise plus 
rapidement que l’extrémité «-» (Bergen and Borisy, 1980). Les microtubules sont des 
polymères hautement dynamiques impliqués dans une grande variété de fonctions cellulaires 
(Desai and Mitchison, 1997). Ils participent à la morphogenèse et à la mobilité, mais ils sont 
également nécessaires pour le trafic d’organelles et de macromolécules au sein de la cellule 
en interphase (Gundersen and Cook, 1999; Lippincott-Schwartz et al., 2000). Les MTs sont 
sujets à de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) incluant la glutamylation, 
la tyrosination et l’acétylation (Hammond et al., 2008). Le rôle de ces modifications 
commence seulement à être compris. Ainsi, dans les cellules neuronales différenciées, 
l’acétylation favorise le recrutement de moteurs moléculaires tels que la kinésine-1 et la 
dynéine au niveau des MTs, afin de promouvoir le transport rétrograde et antérograde de 
protéines cargo telles que JIP-1 (JNK-Interacting Protein-1) ou des vésicules contenant du 
Figure 3. Schématisation des différentes protéines associées à l’actine. 
Parmi les protéines associées à l’actine, on retrouve des protéines de réticulation 
(vert), les protéines de la coiffe (rond bleu), les protéines de fragmentation (triangle 
bleu) et de dissociation (rond brun). Certaines protéines séquestrent les 
monomères d’actine (hexagone rose) ou échangent de l’ADP contre de l’ATP (étoile 
mauve). Figure adaptée de (Revenu et al., 2004). 
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A la différence des MFs et des MTs, la composition protéique des filaments 
intermédiaires (FIs) varie en fonction du type cellulaire. Par exemple, la nestine est exprimée 
dans les cellules souches du système nerveux et la kératine dans l’épithélium (Steinert and 
Roop, 1988). Les protéines qui composent les FIs possèdent un domaine central formant une 
hélice α bordée par des extrémités amino et carboxy terminales de tailles et de 
conformations variables (Steinert and Roop, 1988). Les filaments intermédiaires sont classés 
en fonction de l’homologie de séquence de l’hélice α. Il existe six types de FIs dont 
l’organisation des composants est similaire (Steinert and Roop, 1988) (Tableau 1).  
 
Tableau 1. Classement des filaments intermédiaires. 
Type I Kératines acides  
Type II  Kératines neutres-basiques  
Type III  Vimentine, desmine, protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), périphérine 
Type IV  Neurofilaments L, M et H, internexine-α 
Type V  Lamine nucléaire 
Type VI  Nestine  
 
Figure 4. Le transport vésiculaire. 
La kinésine (orange) est capable de se déplacer le long des MTs dans 
le sens antérograde, vers le pôle «+» du MT, alors que la 
dynéine/dynactine (jaune) est impliquée dans le transport rétrograde, 
vers le pôle «-»  du MT. Ces transports sont favorisés par l’acétylation 
de la tubuline. Figure adaptée de (Heng et al., 2010). 
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Les FIs ne sont pas polarisés et leur formation est spontanée (Steinert and Roop, 1988). 
En effet, elle ne nécessite ni d’apport en ATP ou en GTP, ni de protéines accessoires (Steinert 
and Roop, 1988). 
Les FIs sont nécessaires pour la résistance aux stress mécaniques (Fuchs and Cleveland, 
1998) et ils sont dynamiques. Par exemple, la vimentine dans les fibroblastes est 
constamment assemblée et désassemblée (Goldman et al., 1999). L’importance des FIs réside 
notamment dans leur capacité à interagir avec les autres composants du cytosquelette (Fuchs 
1998 et Chang 2004).  
3. Le processus de migration cellulaire 
Le déplacement d’une cellule implique différentes étapes dont la première est la 
polarisation (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Les cellules polarisées émettent des 
protrusions à l’avant de la cellule dans la direction du déplacement et dans l’axe de polarité. 
Afin de migrer, les filaments d’actine qui constituent le squelette de ces protrusions sont 
réorganisés (Pollard and Borisy, 2003; Pollard and Cooper, 2009). La génération de force 
permettant à la cellule d’avancer nécessite la formation de complexes d’adhérence à l’avant 
de la cellule (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Les chapitres suivants détaillent ces 
différentes étapes. 
3.1. La polarisation cellulaire 
L’établissement d’une polarité cellulaire est essentielle pour la division, la différenciation 
et la migration cellulaire (Funasaka et al., 2010). Dans les organismes multicellulaires, cette 
polarisation peut survenir suite à la perception d’un gradient de stimulus (Lauffenburger and 
Horwitz, 1996). La polarisation ainsi que la migration cellulaire nécessitent le réarrangement 
dynamique du cytosquelette d’actine et des MTs grâce aux cascades de signalisation 
impliquant les Rho GTPases (Raftopoulou and Hall, 2004; Ridley et al., 2003). Trois membres 
de cette famille sont bien caractérisés :  
- Rho qui régule l’assemblage des fibres de stress d’actine ; 
- Rac qui contrôle la polymérisation de l’actine à la périphérie cellulaire afin de générer 
des lamellipodes ; 
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- Cdc42 qui induit la formation de filopodes (Kozma et al., 1995; Nobes and Hall, 
1995a; Puls et al., 1999; Ridley and Hall, 1992; Ridley et al., 1992).  
Leur activation dépend de l’activité des GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factor) et 
des GAPs (GTPase Activating Proteins), permettant le passage d’une forme inactive, couplée 




Cdc42 est l’une des Rho GTPases impliquée dans la réponse au signal de polarisation 
(Etienne-Manneville, 2004b). Elle est active au niveau du front de migration des cellules qui 
migrent (Itoh et al., 2002) et influence la polarité cellulaire notamment par la restriction 
spatiale de la formation des lamellipodes (Srinivasan et al., 2003). Cdc42 peut également 
affecter la polarité en positionnant le centre organisateur des microtubules (MTOC), et 








La réorientation du MTOC contribue à la migration polarisée en facilitant la croissance 
des MTs et le transport des vésicules de Golgi vers l’avant de la cellule, soutenant ainsi la 
polymérisation de l’actine à l’avant de la cellule (Etienne-Manneville and Hall, 2003). Les 
cellules qui migrent conserveraient leur polarisation grâce à l’inhibition mutuelle des 
protéines Rho et Rac (Evers et al., 2000).  
Figure 5. Conformations des Rho-GTPases. 
Les enzymes de type GEF (Guanine nucleotide 
Exchange Factor) catalysent l’échange entre le 
GDP et le GTP, ce qui active la protéine Rho. 
Par contre, les GAP (GTPase Activating 
Protein) vont hydrolyser l’ATP et inactiver la 
protéine Rho. 
Figure 6. Représentation d’une cellule polarisée. 
Le centre organisateur des microtubules (MTOC) et l’appareil 
de Golgi sont alignés avec le noyau et dirigés vers l’avant de la 
cellule. Figure adaptée de (Ridley et al., 2003) 
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3.2. L’extension membranaire 
La migration implique le remodelage des filaments d’actine afin d’émettre des 
protrusions et de générer des forces intracellulaires (Pollard and Cooper, 2009). Lors de la 
migration, le cytosquelette d’actine forme deux structures principales : 
- Les lamellipodes : large structure en forme de feuille contenant un réseau ramifié de 
filaments d’actine minces et courts (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Ils sont 
générés par la GTPase Rac et certains de ses effecteurs, dont les complexes 
WAVE/Scar et N-WASP (Blanchoin et al., 2000) ;  
- Les filopodes : longues et minces saillies émergeant de la membrane cellulaire. Ils sont 
principalement régulés par Cdc42 et sont constitués de longs faisceaux d’actine non-
ramifiés souvent décorés de tropomyosine et de fascine (Mattila and Lappalainen, 
2008; Mejillano et al., 2004). 
Pour générer la force nécessaire au déplacement cellulaire, les protrusions 
membranaires doivent adhérer à la matrice extracellulaire (Rottner et al., 1999). 
3.3. L’adhérence à la matrice extracellulaire 
Les adhérences focales ou complexes d’adhérence sont des sites de jonction entre une 
cellule et la MEC (Zamir and Geiger, 2001). Elles permettent à la cellule de communiquer avec 
l’environnement extérieur (Berrier and Yamada, 2007) et sont essentielles pour la migration 
cellulaire, de même que pour l’intégrité des tissus (Webb et al., 2004). La GTPase Rac induit la 
formation de ces adhérences focales (Nobes and Hall, 1995b; Rottner et al., 1999). Au niveau 
des complexes d’adhérence, les récepteurs membranaires majeurs sont les intégrines (Zamir 
and Geiger, 2001). Celles-ci sont des hétéro-dimères composés des sous-unités α et β. Elles 
possèdent un large domaine extracellulaire responsable de la liaison avec le ligand, un 
domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique (Schwartz et al., 1995). Il existe 
plusieurs isoformes de ces sous-unités α et β, ce qui permet une grande possibilité de 
combinaison, dont chacune a des propriétés de liaison spécifique avec un ou plusieurs 
composants de la MEC (Zamir and Geiger, 2001). Au niveau des complexes d’adhérence, les 
intégrines sont agrégées (Fig.7 B). Elles  permettent l’ancrage du cytosquelette d’actine du 
côté cytoplasmique et elles activent différentes voies de signalisation intracellulaire en 
réponse à un signal extracellulaire, notamment en activant FAK (Kinase d’Adhérence Focale) 
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et Src (Schwartz et al., 1995) (Fig.7). Les intégrines n’ont pas la propriété de lier l’actine, cette 
liaison nécessite le recrutement d’autres molécules (Jockusch et al., 1995), telles que la taline 
(Albiges-Rizo et al., 1995) et la paxilline (Liu et al., 1999). De plus, les intégrines ne possèdent 
pas d’activité enzymatique. La transmission du signal extracellulaire nécessite dès lors 
l’intervention de molécules de signalisation pour activer différentes voies de transduction 
(Ridley et al., 2003). Par exemple, la tyrosine kinase FAK est recrutée très tôt lors de 
l’assemblage des complexes d’adhésions. Elle est activée par autophosphorylation, ainsi que 









Les filaments d’actine sont ancrés au niveau des adhérences focales sous forme de fibres 
de stress. La formation et le maintien de ces structures dépendent de facteurs régulant la 
dynamique de l’actine, tels que la gelsoline, la tensine et VASP (Vasodilator-Stimulated 
Phosphoprotein) (Kwiatkowski, 1999). Certaines kinases participent également à 
l’assemblage/désassemblage des complexes d’adhérence, par exemple : FAK, Src, PKC et PI3K 
(Carpenter and Cantley, 1996; Ilic et al., 1995; Xu et al., 1997). Les phosphatases telles que 
SHP-2 (Src Homology 2 domain containing PTP2) et PTEN sont également des composantes 
des adhérences focales (Yu et al., 1998) (Fig.8). Néanmoins, il existe plus de 150 protéines qui 
Figure 7. Composition des complexes d’adhérence. 
A) Représentation d’un complexe naissant, la connection entre la MEC et la 
cellule est établie par les intégrines (rouge). La taline (violet) associe les 
intégrines aux cytosquelettes d’actine (jaune). B) Maturation du complexe 
suite à l’ajout de nombreuses protéines telles que : la paxilline (rose), la 
vinculine (Vh et Vt en bleu et magenta) FAK (vert) et l’α-actinine (orange). 
Figure adaptée de  http://www.bionmr.soton.ac.uk/people_clare_07.html. 
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En réponse à différents signaux, les adhérences focales sont continuellement modifiées. 
Elles s’assemblent à l’extrémité des protrusions et se dissocient à l’arrière de la cellule, ce qui 
leur permet de réguler la mobilité cellulaire (Webb et al., 2004).  
3.4. Rétractation de l’arrière de la cellule 
Pour que la cellule en migration puisse progresser vers l’avant, l’arrière de la cellule doit 
se rétracter et les complexes d’adhérence de cette partie de la cellule doivent se dissocier. 
Cette dissociation fait intervenir la contraction des fibres de stress et les voies de signalisation 
Figure 8. Activité de FAK au niveau des complexes d’adhérence. 
L’association des intégrines avec la MEC stimule la phosphorylation de la 
kinase FAK et de la protéine adaptatrice Shc. Ces protéines conduisent à 
l’activation de cascades de signalisation qui sont spécifiques. PTEN 
inhibe la phosphorylation de FAK et Shc, et par conséquent inhibe la 
migration et la prolifération cellulaire. SHP2 est une autre phosphatase 
inhibant l’activité de FAK. FAK permet le recrutement de protéines de la 
famille SRC. Une fois activée, celle-ci recrute p130CAS (p130 Crk 
associated substrate). Cette cascade de signalisation aboutit à 
l’activation de RAC qui va stimuler la migration. Une fois activée, FAK 
recrute également la PI3K qui induit la migration cellulaire, la survie et la 
prolifération via AKT. PTEN inhibe la PI3K par la déphosphorylation de 
son substrat, le PIP3. Figure adaptée de (Thomas et al., 2010). 
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impliquées dans la régulation de protéines telles que Rho, la calcineurine et les tyrosines 
kinases (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Lors de la rétractation, les intégrines situées à 
l’arrière de la cellule sont internalisées et recyclées vers l’avant (Ballestrem et al., 2001). Ce 
phénomène aboutit à l’activation de protéines telles que la cofiline, la gelsoline ou la profiline 
qui vont dépolymériser les filaments d’actine et permettre le recyclage des monomères 
d’actine-G de l’arrière de la cellule vers l’avant (Kiuchi et al., 2007; Saarikangas et al., 2010). 









La migration est un processus complexe dont le contrôle peut être perdu dans les cellules 
cancéreuses, ce qui contribue à la dissémination métastatique. 
4. La dissémination métastatique  
La formation de métastases est l’étape critique de la progression tumorale. Les 
métastases résultent de la propagation de cellules cancéreuses dans tout l’organisme et sont 
responsables de plus de 90% de la mortalité des cancers (Chaffer and Weinberg, 2011).  
Figure 9. Représentation des principaux acteurs de la migration. 
A l’avant de la cellule en migration, Cdc42 et Rac induisent la polymérisation de l’actine 
conduisant à la formation de lamellipodes et de filopodes. Les lamellipodes s’ancrent dans le 
substrat grâce aux complexes d’adhérence. Lors de la migration, les adhérences focales de 
faibles densités présentes sur les côtés du lamellipodium murissent et s’associent aux fibres 
de stress. Cette étape dépend de Rho. A l’arrière de la cellule, les complexes d’adhérence se 
dissocient et l’arrière de la cellule se rétracte (représenté par des flèches). Les MTs 
contrôlent le glissement vers l’intérieur de la cellule, permettant ainsi à la cellule de se 
déplacer vers l’avant. Figure adaptée de (Wehrle-Haller and Imhof, 2003). 
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L’invasion métastatique consiste en une succession d’étapes qui sont critiques, étant 
donné que l’échec de l’une d’entre elles provoque l’arrêt du processus (Geiger and Peeper, 
2009). Le point de départ est une lésion épithéliale néoplasique, viennent ensuite la transition 
épithélio-mésenchymateuse et le franchissement de la membrane basale, la dissociation des 
cellules cancéreuses de la masse tumorale, l’invasion du tissu voisin, l’entrée dans un vaisseau 
sanguin ou lymphatique (intravasation), le transport dans ces vaisseaux, la sortie de ceux-ci 
(extravasation), l’établissement des cellules disséminées au niveau d’un site secondaire et 
enfin, la croissance métastatique dans ce tissu (Steeg, 2003) (Fig.10). Une étape additionnelle 
ferrait également partie du processus métastatique : la création d’une « niche pré-










Figure 10. Représentation schématique du processus métastatique. 
Le processus métastatique commence avec : A) cancer in situ entouré d’une 
membrane basale. B) Modifications réversibles de l’adhérence entre cellules et 
entre les cellules et la MEC, la destruction de protéines de la matrice et du stroma, 
ainsi que la mobilité des cellules. C) Entrée dans les vaisseaux lymphatiques ou D) 
dans la circulation sanguine. E) Survie et arrêt des cellules tumorales, extravasation 
du système circulatoire. F) Colonisation métastatique à un site distant de la tumeur 
primaire, les cellules peuvent rester dormantes plusieurs années, ensuite G) 
proliférer et induire l’angiogenèse. Figure adaptée de (Steeg, 2003). 
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Lors de l’invasion tumorale, les cellules cancéreuses doivent se séparer des cellules 
voisines et franchir la membrane basale (Fig.11). Ces phénomènes font intervenir le processus 
de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Thiery, 2002). Durant la TEM, les cellules 
épithéliales initialement polarisées acquièrent des caractéristiques semblables aux cellules 






Cette transition est caractérisée par la perte de la polarité cellulaire et l’inhibition de 
protéines épithéliales transmembranaires telles que l’E-cadhérine (Jechlinger et al., 2003), 
c’est le point de départ pour la formation de métastases (Derksen et al., 2006; Perl et al., 
1998). La perte d’expression de l’E-cadhérine est associée à la surexpression de la N-
cadhérine, une protéine mésenchymateuse (Nieman et al., 1999). Cet échange de protéines 
conduit à l’activation de nombreuses voies de signalisation : les récepteurs tyrosine kinase 
(RTKs), la superfamille du TGFβ (Transforming Growth Factor β), ainsi que les voies de 
signalisation WNT, NOTCH, hedgehog (Huber et al., 2005; Massague, 2008) et NFκB (Huber et 
al., 2004). La N-cadhérine peut également interagir avec le récepteur du facteur de croissance 
fibroblastique (FGFR), entrainant l’activation des MAP kinases. Celles-ci induisent à leur tour 
la sécrétion des métalloprotéases matricielles (MMPs) qui permettent l’invasion tumorale par 
le remodelage de la MEC (Jechlinger et al., 2003). 
Suite à la TEM, les cellules ont acquis la capacité de migrer, d’envahir les tissus et les 
vaisseaux (Nieman et al., 1999). Les Rho GTPases sont des enzymes clés dans le processus de 
migration cellulaire. Elles régulent de nombreuses protéines impliquées dans le contrôle du 
cytosquelette d’actine (Pollard and Borisy, 2003; Wang et al., 2007). Leur activité est souvent 
dérégulée afin de promouvoir l’invasion (Sanz-Moreno et al., 2008). La voie de signalisation 
des intégrines, par la régulation de l’activité de FAK/Src et des Rho GTPases, est critique pour 
le processus de migration et d’invasion (Guo and Giancotti, 2004).  
Figure 11. Représentation schématique de la transition épithélio-mésenchymateuse. 
Dans un épithélium normal, les cellules sont polarisées et possèdent des adhésions entre elles. 
Lorsque la TEM est déclenchée, certaines cellules perdent leur polarisation et les adhésions avec les 
autres cellules. La membrane basale est représentée par la ligne mauve sous les cellules. Figure 
adaptée de (Ansieau et al., 2011). 
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Le processus de migration est donc un phénomène complexe faisant intervenir la matrice 
extracellulaire, des récepteurs membranaires, des complexes d’adhérence, le cytosquelette et 
différentes voies de signalisation. Certaines cellules tumorales acquièrent la capacité de 
déréguler ces différents paramètres, pour détourner le processus de migration et conduire à la 
dissémination métastatique. La découverte de nouvelles protéines impliquées dans ces 
phénomènes permettrait de mieux comprendre ce qui conduit à cette invasion et pourrait 
conduire au développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses. 
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Partie n°2 : 









La migration cellulaire peut notamment être régulée par la modification post-
traductionnelle (MPT) des composants du cytosquelette (de Forges et al., 2012; Perdiz et al., 
2011). Les MPTs interviennent dans de nombreuses voies de signalisation et régulent l’activité 
des protéines (Seo and Lee, 2004). L’acétylation des lysines fait partie de ces modifications 
(Reed et al., 2006). Celle-ci est très courante (Choudhary et al., 2009) et est impliquée dans des 
maladies neurodégénératives (Nguyen et al., 2010), des cancers (Muraoka et al., 1996), de 
même que dans des désordres métaboliques (Haigis and Guarente, 2006). 
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1. Généralités 
 
Les modifications post-traductionnelles (MPT) transforment chimiquement les protéines. 
Citons par exemple la phosphorylation, l’ubiquitination, la méthylation, mais encore 
l’acétylation (Seo and Lee, 2004). Ces modifications régulent la fonction des protéines, que ce 
soit en modifiant leurs activités, leurs localisations cellulaires ou en modifiant leurs 
interactions avec d’autres protéines (Seo and Lee, 2004). Les MPT interviennent dans de 
nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation et l’autophagie (Seo 
and Lee, 2004). Lorsqu’elles ne sont pas bien régulées, ces modifications peuvent contribuer à 
différentes pathologies telles que le cancer ou des maladies auto-immunes (Close et al., 
2010).  
L’acétylation des lysines (K) est une MPT catalysée par des acétyltransférases ou 
acétylases. Ces enzymes utilisent l’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) comme donneur du 
groupement acétyle au niveau de l’ε-amine d’un résidu lysine, et les déacétylases catalysent 
la réaction inverse (Kim et al., 2010a; Sadoul et al., 2008) (Fig.12). Ces enzymes sont 
nommées histones acétyltransférases (HAT) et histones déacétylases (HDAC) car les premiers 
substrats découverts étaient les histones. Depuis, de nombreux substrats non histoniques ont 
été mis à jour et ces enzymes peuvent également être nommées lysines 
acétylases/déacétylases (KAT/KDAC) (Spange et al., 2009). De nombreuses fonctions 
cellulaires sont régulées par acétylation : l’interaction ADN-protéine, la localisation cellulaire 
d’une protéine, l’activité transcriptionnelle, la stabilité de certaines protéines et la régulation 





Figure 12. Réactions d’acétylation/ 
déacétylation de la lysine. 
Les HAT/KATs catalysent le transfert 
du groupement acétyle de l’acétyl-
CoA sur le groupe aminé en position 
ε de la chaîne latérale de la lysine. 
L’acétylation neutralise la charge 
positive de la lysine et provoque la 
modification des propriétés 
biochimiques de la protéine cible. 
Tandis que les HDAC/KDACs 
catalysent le déplacement de ce 
groupement acétyle et génère un 
acétate. Figure adaptée de (Kim et 
al., 2010a). 
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2. Les acétyltransférases 
Les HAT/KATs sont classées en trois grandes familles : la famille MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, 
Sas2, Tip60), la famille GNAT (Gcn5 related N-acetyltransferase) et la famille p300 (Allis et al., 
2007; Hodawadekar and Marmorstein, 2007; Sterner and Berger, 2000) (Tableau 2).  
 
Tableau 2. Les trois grandes familles d’histones acétyltransférases. 




Histones cibles Complexes connu 
Gcn5 KAT2 H3K9, 14, 36 SAGA, Gcn5/Ada2/Ada3, ATAC, 
TFTC 
PCAF KAT2B H3K14 STAGA 
GNAT 
Elp3 (ELP3 chez l’homme) KAT9 H3 Elongator 
Esa1 (Tip60 chez l’homme) KAT5 H4K5, 8, 12, 16 ; 
Htz1K14 
NuA4, Piccolo NuA4 
Sas2 (MOF chez l’homme) KAT8 H4K16 SAS-1 
Sas3 KAT6 H3K14, 23 NuA3 
MYST 
MOZ KAT6A H3K14 MOZ 
CBP KAT3A H2AK5 ; H2B Nombreux 
p300 KAT3B H2AK5 ; H2B Nombreux p300 
Rtt109 KAT11 H3K56, 9, 23 Rtt109 Vps75, Rtt109 Asf1 
a
 Désignations utilisées dans ce manuscrit. 
b
 Nomenclature proposée par (Allis et al., 2007). 
Sources : (Allis et al., 2007; Berndsen and Denu, 2008; Sadoul et al., 2011).
 
 
Les séquences primaires des membres des familles MYST et GNAT n’ont pas de similarité, 
mais la plupart des acétyltransférases possèdent un domaine de liaison à l’acétyl-CoA ou 
Motif A et leur site actif possède une structure similaire (Roth et al., 2001).  
L’acétylation est une modification post-traductionnelle qui rivalise avec la 
phosphorylation (Berndsen and Denu, 2008). Les acétyltransférases sont peu nombreuses, 
seulement 22 enzymes (Allis et al., 2007; Hodawadekar and Marmorstein, 2007), 
contrairement aux 518 kinases qui phosphorylent les protéines (Johnson and Hunter, 2005). 
Bien que de nouvelles HAT/KATs peuvent toujours être découvertes, la capacité de ces 
enzymes à s’associer à d’autres protéines sous forme de larges complexes protéiques, 
pourrait expliquer cette rareté (Berndsen and Denu, 2008). Ces protéines additionnelles 
seraient nécessaires pour la reconnaissance spécifique du substrat, l’activité enzymatique 
et/ou pour l’interaction avec des protéines régulatrices (Shahbazian and Grunstein, 2007). De 
Introduction – L’acétylation des lysines 
 - 19-   
plus, d’autres activités enzymatiques peuvent exister au sein d’un même complexe protéique 
(Berndsen and Denu, 2008). En feffet, le complexe SAGA contient l’histone ubiquitine 
protéase Ubp8 et l’histone acétyltransférase Gcn5 (Sanders et al., 2002). Le complexe humain 
NuA4 quant à lui contient l’acétyltransférase Tip60, mais également la kinase ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutant), une enzyme associée aux dommages à l’ADN (Sun et al., 2005; Sun et 
al., 2007). 
Des études cinétiques ont permis de comparer l’activité individuelle d’Esa1 et de Rtt109 
avec leur complexe physiologique soit, respectivement, piccolo NuA4 et Vps75 ou Asf1. 
Celles-ci indiquent que les autres sous-unités augmentent l’efficacité catalytique de l’enzyme, 
avec un très faible effet sur la constante de Michaelis (Km) qui reflète l’affinité d’une enzyme 
pour son substrat (Berndsen et al., 2007; Berndsen et al., 2008; Tsubota et al., 2007). Les 
protéines additionnelles pourraient induire la conformation active du domaine HAT/KAT, afin 
d’augmenter le niveau de catalyse. Toutefois, l’effet stimulateur de ces protéines 
additionnelles sur l’activité de Rtt109 pourrait également être de s’associer et de présenter le 
substrat dans une orientation correcte pour l’attaque de l’acétyl-CoA qui lui est associé 
(Berndsen and Denu, 2008). Par contraste, les enzymes Gcn5, PCAF et p300 agiraient de façon 
constitutive. Elles ne nécessiteraient pas l’aide de protéines additionnelles pour présenter 
leur capacité catalytique maximum (Berndsen and Denu, 2008). Il existerait donc deux 
mécanismes de régulation majeurs de l’activité des acétyltransférases. D’un côté, les enzymes 
Esa1 et Rtt109 qui présentent une faible activité enzymatique et dont les protéines 
additionnelles stimuleraient l’activité. D’un autre côté, les enzymes Gcn5, PCAF et p300 qui 
présentent une activité catalytique constitutive et dont les protéines accessoires pourraient 
fonctionner afin de restreindre l’accès au site actif à des substrats spécifiques (Baker and 
Grant, 2007; Chan and La Thangue, 2001; Nagy and Tora, 2007). Néanmoins, l’activité 
enzymatique de ces enzymes requière probablement d’autres mode de régulation, tels que 
des MPTs ou la disponibilité de courtes chaînes d’acétyl-CoA (Berndsen and Denu, 2008). 
3. Les lysines déacétylases 
Les HDAC/KDACs sont réparties en quatre classes, selon leur conservation 
phylogénétique (Gregoretti et al., 2004). Les enzymes de la classe I, II et IV, requièrent l’ion 
zinc, alors que celles de la classe III dépendent de l’ion NAD
+
 (Nicotinamide Adénine 
Dinucléotide) pour catalyser la réaction de déacétylation (Sadoul et al., 2011). Les HDACs de 
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la classe I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 et HDAC8) sont des protéines orthologues de la protéine 
Rpd3 de levure (Spange et al., 2009). Les homologues de l’enzyme Hda1 de levure sont les 
protéines de la classe II, qui peuvent être subdivisées en classe IIa (HDAC4, HDAC5, HDAC7 et 
HDAC9) et classe IIb (HDAC6 et HDAC10). HDAC11 est le seul membre de la classe IV, il 
partage des séquences conservées avec Rpd3 et Hda1. La classe III est un groupe 
phylogénétiquement conservé de sept membres chez l’homme, nommé les Sirtuines (Silent 




Les HDACs peuvent être localisées dans le cytoplasme ou dans le noyau (Sadoul et al., 
2011) (Fig.14). Ces enzymes possèdent soit un domaine d’export nucléaire (NES), soit un 
signal de localisation nucléaire (NLS) ou les deux. Ces régions régulent la localisation cellulaire 
des HDACs en réponse à différents signaux intra ou extracellulaires. 
  
 
Figure 13. Organisation en 
superfamilles des HDACs 
humaines. 
Les histones déacétylases sont 
groupées en différentes classes 
selon leur similarité de 
séquences. Le rectangle bleu 
représente le domaine 
catalytique des enzymes de 
classes I, II et IV, dépendantes 
du zinc ; l’astérisque indique le 
signal de localisation nucléaire 
(NLS) ; ZnF correspond au motif 
à doigt de zinc (Zinc Finger) ; le 
motif de liaison MEF2 (Myocyte 
enhancer factor-2) est 
représenté en mauve; les 
rectangles oranges montrent les 
sites de liaison de la chaperone 
14-3-3 et le ‘s’ signifie la 
présence d’un site de 
phosphorylation de sérines. La 




facteur, le site catalytique de 
ces enzymes est représenté en 
rose. Figure adaptée de (Spiegel 
et al., 2012). 
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Figure 14. Localisation cellulaire des HDACs. 
HDAC1 peut être exportée dans le cytoplasme par CRM1 (Exportin 1 receptor), une protéine régulant l’export 
nucléaire, en condition pathologique. Dans le cytoplasme, elle s’associe aux kinésines et entrave le transport 
de protéines cargo (Kim et al., 2010b). HDAC3 possède un signal d’export nucléaire (NES) et un signal de 
localisation nucléaire (NLS). Elle peut-être détectée dans le noyau et dans le cytoplasme (Yang et al., 2002). 
Dans le cytoplasme, HDAC3 est séquestrée par son association avec IκBα (Viatour et al., 2003), jusqu’à ce que 
le TNF-α induise la dégradation de ce dernier (Gao et al., 2006). HDAC8 est majoritairement cytoplasmique. 
Elle est associée avec l’α-actine dans les muscles lisses (Waltregny et al., 2005). Les déacétylases de la classe 
IIa voyagent entre le noyau et le cytoplasme (Miska et al., 1999). Elles ont toutes un NLS et un site de liaison 
pour les protéines de la famille 14-3-3, qui interviennent dans leur séquestration cytoplasmique (Sadoul et al., 
2011). HDAC6 est une déacétylase cytoplasmique, elle fait partie de la classe IIb (Sadoul et al., 2011). Elle 
possède plusieurs substrats dans le cytoplasme : la tubuline-α (Hubbert et al., 2002; Matsuyama et al., 2002; 
Zhang et al., 2003), la cortactine (Zhang et al., 2007), Hsp90 (Bali et al., 2005; Kovacs et al., 2005), la β-caténine 
(Li et al., 2008) et la peroxiredoxine (Parmigiani et al., 2008). Les SIRT1 et 2 (HDACs de classe III) peuvent être 
localisées dans le noyau ou dans le cytoplasme (Tanno et al., 2007). Dans le cytoplasme, SIRT1 agit dans 
l’autophagie et dans la migration cellulaire par la déacétylation de la cortactine (Lee et al., 2008; Zhang et al., 
2009). SIRT2 déacétyle la tubuline-α (North et al., 2003) dans des circonstances particulières comme la mitose 
(Inoue et al., 2007) ou lors de la différenciation des oligodendrocytes (Tang and Chua, 2008). SIRT3 est 
majoritairement localisée dans les mitochondries, de même que SIRT4 et SIRT5, tandis que SIRT6 et SIRT7 sont 
strictement nucléaires (Michishita et al., 2005). 
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4. Les cibles des HATs et HDACs 
4.1. Les histones 
Le génome eucaryote est compacté dans le noyau sous la forme de chromatine. Celle-ci 
agit comme une barrière à la transcription et aux autres processus cellulaires nécessitant 
l’accès à l’ADN. Les histones sont les constituants protéiques majeurs de la chromatine. Lors 
de la division cellulaire, les histones sont synthétisées pendant la phase S (Lucchini and Sogo, 
1995). Elles sont rapidement acétylées, ce qui permet leur reconnaissance par des protéines 
chaperones qui vont les placer au niveau de l’ADN afin de former les nucléosomes (Verreault, 
2000) (Fig.15). Une fois que ces derniers sont formés, les histones sont déacétylées (Ruiz-
Carrillo et al., 1975). Par la suite, elles pourront à nouveau être acétylées afin de moduler leur 
fonction, notamment afin de contrôler le degré de compaction de la chromatine. En effet, 
selon les besoins de la cellule, la chromatine peut présenter une structure plus relâchée, où 
les histones sont plus acétylées, ce qui permet un accès plus aisé des facteurs 
transcriptionnels à l’ADN (Kuo et al., 1998). La neutralisation de la charge positive d’un résidu 
lysine par acétylation empêcherait les interactions électrostatiques entre la queue des 
histones et le groupement phosphate de l’ADN, ce qui conduirait à la structure lâche (Mathis 
et al., 1978; Vidali et al., 1978). Cependant, la chromatine peut également être plus 
condensée. Dans ce cas, les histones sont peu acétylées, ce qui limite la transcription des 
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Au niveau de la structure lâche de la chromatine, la transcription des gènes est régulée de 
deux façons différentes :  
- de manière spécifique : les HAT/KATs et les HDAC/KDACs peuvent être recrutées au 
niveau de séquences régulatrices des gènes par des activateurs ou des répresseurs 
de la transcription (Brown et al., 2001; Hartman et al., 2005) ; 
- de manière globale : ces enzymes fonctionnent de façon indépendante des 
activateurs ou des répresseurs transcriptionnels (Vogelauer et al., 2000).  
Il y a une régulation très fine de l’activité des HATs et des HDACs. En effet, bien que 
l’acétylation favorise la transcription et que la déacétylation la réprime, la situation est plus 
complexe étant donné que les HDACs sont également des régulateurs clés de l’initiation 
correcte de la transcription (Shahbazian and Grunstein, 2007). En effet, la transcription serait 
favorisée par un niveau élevé d’acétylation couplé à une déacétylation rapide des histones 
(Shahbazian and Grunstein, 2007). De plus, les HDACs ne doivent pas empêcher l’élongation 
transcriptionnelle au niveau des gènes actifs, mais ils doivent tout de même bloquer 
l’initiation de la transcription de gènes très proches (Spiegel et al., 2012). 
Figure 15. Activité des HAT/KATs et HDAC/KDACs au niveau des histones. 
Les histones nouvellement synthétisées sont acétylées par les HAT/KATs et 
placées au niveau de l’ADN afin de former le nucléosome. Le niveau d’acétylation 
des lysines des histones régule la compaction de la chromatine. Lorsqu’elle est 
fortement acétylée, la chromatine est sous forme lâche et permet un accès plus 
aisé à l’ADN pour la transcription. Quand elle est peu acétylée, la chromatine est 
condensée et restreint l’accès à l’ADN. (K) représente un résidu lysine ; (Ac) 
représente le groupement acétyle. 
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4.2. Les protéines non-histoniques (l’acétylome) 
La fonction cellulaire et physiologique de l’acétylation des lysines n’est pas limitée à la 
régulation de l’expression de gènes. Au niveau du cytoplasme, la première protéine 
acétylable découverte est la tubuline-α (L'Hernault and Rosenbaum, 1985; Piperno and Fuller, 
1985) et de nombreuses autres protéines ont été identifiées par la suite. En effet, l’utilisation 
de la technologie SILAC (Stable-Isotope Labeling by Amino acid in Cell culture) couplée à un 
spectromètre de masse LTQ Orbitrap a permis l’identification d’un grand nombre de peptides 
acétylés et a ainsi mis en évidence l’acétylation de plus de 1750 protéines humaines 
(Choudhary et al., 2009). Cette MPT affecte différents processus physiologiques (Close et al., 







Les paragraphes suivant illustrent l’importance de l’acétylation dans la régulation du 
cytosquelette et du transport cellulaire, deux acteurs majeurs de la migration cellulaire. 
Figure 16. Rôles physiologiques et physiopathologiques de l’acétylation/déacétylation de protéines non-
histoniques. 
Les déacétylases (SIRT et HDAC6, en noir), ainsi que l’acétylase (ELP3, en rouge) sont représentées avec leurs 
substrats respectifs. L’effet biologique de l’acétylation ou de la déacétylation de leurs substrats connus est 
indiqué. Adapté de (Close et al., 2010). 
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4.2.1. La régulation du cytosquelette par acétylation 
4.2.1.1. Les filaments d’actine 
 
L’acétylation contrôle des protéines régulatrices du cytosquelette d’actine telles que : 
- le complexe de nucléation de l’actine, Arp2/3 (Choudhary et al., 2009) ; 
- la cortactine, une protéine qui induit la polymérisation et le branchement des 
filaments d’actine (Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2009) ; 
- l’un des inhibiteurs de la dissociation du GDP (RhoGDI) qui inhibe l’activité des 
membres de la famille Rho (Rac, Rho et  CDC42) (Kim et al., 2006).  
Toutefois, l’actine peut elle-même être acétylée (Kim et al., 2006). La fonction de cette 
modification n’est pas encore déterminée. 
4.2.1.2. Les microtubules 
 
Le microfilament d’actine n’est pas le seul composant du cytosquelette à être acétylé. 
Comme décrit au paragraphe 4.2, la tubuline-α est l’un des substrats des acétyltransférases. 
Elle est acétylée notamment au niveau de la lysine 40 (L'Hernault and Rosenbaum, 1985). 
Choudhary et al. ont identifié d’autres résidus pouvant être acétylés, et cela, aussi bien dans 
la tubuline-α que -beta (Choudhary et al., 2009). Les travaux d’Hubbert et al. ont montré que 
l’acétylation de la tubuline-α influence les capacités migratoires des cellules (Hubbert et al., 
2002). Elle intervient également dans le transport cellulaire (Sadoul et al., 2011), comme 
décrit au paragraphe 4.2.2.  
4.2.1.3. Les filaments intermédiaires 
 
Quelques composants de cet élément du cytosquelette sont connus pour être acétylés, 
comme par exemple la vimentine (Choudhary et al., 2009) et la cytokératine 8 (Leech et al., 
2008). Contrairement à ce qui a été suggéré pour l’actine et la tubuline-α, l’acétylation 
conduirait à la déstabilisation des filaments intermédiaires (Sadoul et al., 2011) et ce 
phénomène pourrait intervenir dans l’apoptose (Drake et al., 2009).  
4.2.2. Le transport cellulaire 
Les microtubules sont essentiels pour la rétractation de l’arrière de la cellule et le 
détachement des complexes d’adhérence lors de la migration cellulaire (Ballestrem et al., 
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2000). Par ailleurs, ceux-ci interviennent également dans le transport cellulaire (Nogales, 
2000). Les kinésines sont des protéines motrices capables de se déplacer le long des MTs dans 
le sens antérograde (pôle «-» vers le pôle «+»  du MT) afin de transporter des molécules dans 
la cellule. Les dynéines sont quant à elles impliquées dans le transport rétrograde (Nogales, 
2000). L’acétylation de la tubuline-α favorise la liaison et la mobilité de la kinésine-1, ainsi que 
la livraison de la protéine cargo Jip-1 dans les cellules neuronales différenciées (Reed et al., 
2006). La kinésine-1 transporte également plus efficacement le facteur neurotrophique dérivé 
du cerveau (BDNF) le long des MTs acétylés (Dompierre et al., 2007). Chez les patients 
atteints de la maladie neurodégénérative de Huntington, la protéine huntingtine est modifiée 
par une extension polyglutamique qui empêche le transport rétrograde et la sécrétion 
efficace du BDNF, conduisant à une plus grande vulnérabilité des neurones. Toutefois, 
l’hyperacétylation des microtubules peut restaurer ce déficit (Dompierre et al., 2007). Le 
transport des vésicules d’exocytose et d’endocytose participerait également à la migration 
cellulaire. En effet, ces deux mécanismes se déroulent dans les lamellipodes des cellules en 
migration (Hopkins et al., 1994; Rappoport and Simon, 2003; Schmoranzer et al., 2003). Ils 
pourraient contribuer à l’extension des bords cellulaires (Bretscher and Aguado-Velasco, 
1998) et/ou fourniraient les récepteurs membranaires impliqués dans le chimiotactisme ou 
dans l’adhérence des cellules au substrat (Bretscher, 1992; Lawson and Maxfield, 1995). 
L’acétylation des MTs régule également le trafic des récepteurs en favorisant le transport 
rapide des endosomes (Deribe et al., 2009). Ces observations indiquent que le transport de 
protéines cargo individuelles, ainsi que celui de certaines vésicules, est régulé par 
l’acétylation de la tubuline-α.  
5. Les inhibiteurs d’HDACs 
Les HDACs sont exprimées de façon ubiquitaire chez les eucaryotes et elles sont 
essentielles pour la prolifération, la différenciation et l’homéostasie cellulaire (Spiegel et al., 
2012). Etant donné que le niveau d’acétylation de la chromatine régule en partie le destin 
d’une cellule, des drogues qui ciblent spécifiquement cette modification épigénétique ont été 
développées pour traiter des pathologies neurodégénératives, musculaires ou des cancers 
(Peserico and Simone, 2011). L’inhibition des HDACs induit un arrêt de la prolifération, la 
différenciation et l’apoptose de cellules cancéreuses, aussi bien en culture que dans des 
modèles animaux (Marks et al., 2000; Vigushin and Coombes, 2002). Différentes classes 
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d’inhibiteurs existent et les variations entre les membres de ces classes sont dûes à leur 
spécificité ou à leur efficacité (Spiegel et al., 2012). Différents composés ont une activité 
inhibitrice des HDACs, par exemple :  
- les acides hydroxamiques (TSA [Trichostatin-A], SAHA [Suberoylanilide Hydroxamic 
Acid], etc.) dont l’action est dirigée contre les HDACs des classes I et IIa/b ;  
- des acides gras à courtes chaînes (sodium butyrate, l’acide valproïque) qui ciblent les 
HDACs des classes I et IIa ; 
- les benzamides (SNDX-275 et MGCDO101) dont l’activité est principalement dirigée 
contre les HDACs de la classe I ; 
- les peptides cycliques (romidepsine et apicidine) qui inhibent aussi les HDACs de la 
classe I ; 
- de nouvelles classes ont été identifiées comme les thiolates et les oxadiazoles (Spiegel 
et al., 2012). 
Ces inhibiteurs se sont avérés efficaces dans le traitement de tumeurs aussi bien 
hématologiques que solides (Grant et al., 2007; Qian et al., 2004; Witta et al., 2006). Leur 
mode d’action est multiple : ils peuvent induire l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose, la 
différenciation cellulaire, bloquer la migration cellulaire, l’invasion métastatique, de même 
que l’angiogenèse (Bolden et al., 2006; Buchwald et al., 2009; Chen et al., 2002; Marks et al., 
2000; Mitsiades et al., 2004) (Fig.17). 
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Contrairement aux HDACs, les HATs sont très peu considérées comme des cibles 
thérapeutiques (Spange et al., 2009). Toutefois, différentes molécules ont été développées 
afin de les inhiber. A titre d’exemple, le MC1626 agit comme inhibiteur de Gcn5 (Smith et al., 
2007) tandis que l’isothiazolone réprime PCAF et p300 (Stimson et al., 2005).  
 
L’équilibre entre l’acétylation et la déacétylation des protéines est dérégulé dans 
différents types de cancers (Peserico and Simone, 2011). Ces dernières années, de nombreuses 
molécules ont été développées pour inhiber les HDACs et ainsi favoriser l’acétylation de 
diverses protéines. Toutefois, les événements moléculaires qui résultent de cette MPT sur la 
physiologie cellulaire ne sont pas encore clairement définis. De plus, de nombreuses protéines 
cibles restent à être identifiées, de même que les enzymes responsables de cette modification 
réversible. Une connaissance accrue des cibles moléculaires permettrait de développer des 
traitements plus spécifiques. 
Figure 17. Effets épigénétiques, non épigénétiques ou épigénétiques indirectes des inhibiteurs d’HDACs. 
Les inhibiteurs des HDACs bloquent la déacétylation des histones, ce qui conduit à l’activation ou à la 
répression de la transcription. Ils peuvent également affecter le niveau d’acétylation de facteurs de 
transcription (E2F, NF-κB, Stats), de même que d’autres protéines importantes pour différents processus 
biologiques (α-tubuline, Ku70, Hsp90). Figure adaptée de (Spiegel et al., 2012). 
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Partie n°3 : 







L’acétylation est une modification post-traductionnelle intervenant notamment dans la 
migration cellulaire (Hubbert et al., 2002). Cette MPT peut-être dérégulée dans les cellules 
cancéreuses (Barneda-Zahonero and Parra, 2012) mais également dans des pathologies 
neurodégénératives (Mattson, 2003). La dysautonomie familiale est une pathologie 
neurodégénérative résultant de la perte de fonction du complexe acétyltransférase Elongator 
(Anderson et al., 2001; Slaugenhaupt et al., 2001). Il a été démontré que ce complexe 
intervient dans la migration cellulaire (Close et al., 2006), de même que dans la migration et la 
différenciation neuronale (Creppe et al., 2009).  
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1. Historique 
 
Elongator a été décrit pour la première fois en 1999 par l’équipe du Dr. Svejstrup. Ils 
purifièrent trois nouvelles protéines associées à l’ARN polymérase II (ARNPII) en phase 
d’élongation transcriptionnelle. Ces protéines, Elp1, Elp2 et Elp3, forment le complexe 
Elongator (Otero et al., 1999). La sous-unité Elp3 possède une activité histone 
acétyltransférase (HAT) (Wittschieben et al., 1999). Elongator interagit avec l’ARNPII chez la 
levure (Frohloff et al., 2003; Hawkes et al., 2002; Otero et al., 1999) et chez l’homme (Hawkes 
et al., 2002; Kim et al., 2002). Cette interaction dépend de l’état hyperphosphorylé du 
domaine carboxy-terminal (CTD) de l’ARNPII (Otero et al., 1999).  
Lorsque la forme soluble du complexe a été purifiée, il s’est avéré qu’Elongator est en 
fait composé de six sous-unités formant l’entité active du complexe : « holo-Elongator » 
(Krogan and Greenblatt, 2001; Winkler et al., 2001) (Fig.18). Holo-Elongator est un complexe 
labile pouvant-être dissocié à de hautes concentrations salines (Krogan and Greenblatt, 2001) 
ou sur une colonne de chromatographie MonoQ (Li et al., 2001; Winkler et al., 2001), en deux 
sous-complexes. Le premier sous-complexe, nommé « core Elongator», est formé des sous-
unités Elp1-Elp2-Elp3. Le second, appelé complexe protéique associé à l’histone 
acétyltransférase (HAP), est composé des sous-unités Elp4, Elp5 et Elp6 (Krogan and 
Greenblatt, 2001; Li et al., 2001; Winkler et al., 2001). Le sous-complexe HAP est nécessaire à 








L’association du complexe Elongator en six sous-unités est nécessaire pour que le 
complexe soit fonctionnel et capable de s’associer à l’ARNPII (Frohloff et al., 2003). Les sous-
Figure 18. Holo-Elongator associé à l’ARNPII hyperphosphorylée. 
Elongator est capable d’acétyler les histones H3, permettant ainsi la 
progression de la machinerie transcriptionnelle le long de la chromatine. 
Les sous-unités du sous-complexe HAP sont représentées en vert. 
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unités du complexe HAP permettraient la reconnaissance spécifique du substrat (Glatt et al., 
2012; Hawkes et al., 2002; Lin et al., 2012). 
2. Caractéristiques des sous-complexes d’Elongator 
 
Il existe des homologues humains aux sous-unités Elp1, Elp2, Elp3 et Elp4 de la levure 
(Hawkes et al., 2002). Des expériences de complémentation inter-espèces indiquent que ces 
protéines sont fonctionnellement très conservées (Chen et al., 2009b; Chen et al., 2006; Li et 
al., 2005). Bien qu’Elongator ait été identifié dans le noyau par son interaction avec l’ARNPII 
(Otero et al., 1999) les différentes sous-unités sont majoritairement cytoplasmiques (Fichtner 
et al., 2002b; Hawkes et al., 2002; Johansen et al., 2008; Kim et al., 2002; Pokholok et al., 
2002; Rahl et al., 2005). 
2.1. Le core-Elongator: Elp1, Elp2 et Elp3 
La protéine Elp1 est codée par le gène ELPI/IKI3/TOT1 chez la levure [Elongator protein 1 
(Otero et al., 1999)/Insensitive to Killer toxin 3 (Yajima et al., 1997)/Toxin target 1 (Frohloff et 
al., 2001)]. Les protéines Elp1 de levure et de l’homme possèdent 27% d’identité et 46% de 
similarité. L’homologue humain de la protéine Elp1 est nommé IKAP/ELP1 (IKK-Associated 
Protein), suite à son identification en tant que protéine associée au complexe des IκB kinases 
(Cohen et al., 1998). Cette protéine est codée par le gène IKBKAP (Cohen et al., 1998). Le rôle 
d’IKAP dans l’activation des IKKs a été clairement réfuté depuis par Krappmann et al. 
(Krappmann et al., 2000). Cette protéine représente la plus large sous-unité du complexe, elle 
a une masse moléculaire  de 150 kDa et possède plusieurs répétions WD40, connues pour 
être impliquées notamment dans des interactions protéines-protéines (Frohloff et al., 2003). 
Elle présente également un domaine NLS au niveau de l’extrémité carboxy-terminale. Ce 
domaine est nécessaire pour l’import nucléaire de cette sous-unité et/ou l’import de 
plusieurs sous-unités en même temps (Fichtner et al., 2002b; Fichtner et al., 2003). La perte 
de fonction complète de cette sous-unité est létale chez la souris (Chen et al., 2009b). Chez 
l’homme, une mutation dans le gène codant pour la sous-unité ELP1 est associée à une 
pathologie neurodégénérative, la dysautonomie familiale (FD) (Anderson et al., 2001; 
Slaugenhaupt et al., 2001). 
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Le gène ELP2/TOT2 code pour une protéine possédant huit répétitions WD40 (Fellows et 
al., 2000). La protéine ELP2 humaine a une masse moléculaire de 95 kDa (Hawkes et al., 
2002). Cette protéine présente 30% d’identité et 43% de similarité avec la protéine de levure 
(Hawkes et al., 2002). Son homologue murin est StIP1 (STAT3 (Signal Transducer and Activator 
of Transcription-3)-interacting protein). Suite à un traitement à l’IL-6, StIP1 est déplacé dans le 
noyau (Collum et al., 2000). Dès lors, et à l’image d’autres facteurs de transcription, Elongator 
pourrait être régulé par sa localisation cellulaire (Kim et al., 2002).  
La protéine Elp3 est une des sous-unités catalytiques du complexe. Elle est codée par le 
gène ELP3/TOT3. Le gène humain ELP3/BAB14193 code pour une protéine dont la masse 
moléculaire est de 60 kDa (Hawkes et al., 2002). Cette protéine présente 77% d’identité et 
82% de similarité avec la protéine de levure (Hawkes et al., 2002). Wittschieben et al. ont 
démontré que cette sous-unité possède un domaine caractéristique de la famille des GNAT 
histones acétyltransférases et constitue à ce titre une nouvelle HAT (Wittschieben et al., 
1999). Selon la nouvelle nomenclature des lysines acétyltransférases (KATs), Elp3 est 
également nommée KAT9 (Allis et al., 2007). Une mutation de son site actif inhibe l’activité 
catalytique d’Elongator, ce qui démontre que l’activité HAT d’Elp3 est essentielle pour la 
fonction du complexe in vivo (Wittschieben et al., 2000). Elp3 est également capable de 
s’auto-acétyler in vitro (Miskiewicz et al., 2011), comme le font la plupart des 
acétyltransférases (Choudhary et al., 2009). Cette protéine possède également un domaine 
d’homologie avec les enzymes de la superfamille « Radical-SAM » (S-adenosylmethionine), 
couplé à un cluster fer-soufre (FeS), dans la portion N-terminale (Fig.19) (Chinenov, 2002; 
Greenwood et al., 2009; Paraskevopoulou et al., 2006). Ces enzymes produisent une espèce 
radicalaire de haute énergie par la réduction du métabolite SAM, catalysée par le cluster FeS 
(Atta et al., 2010). 
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Figure 19. Représentation schématique de la sous-unité Elp3. 
Le radical SAM inclut le motif riche en cystéine impliqué dans la formation du cluster 
FeS et les caractéristiques du site présumé de liaison avec le métabolite SAM (S-
adenosylmethionine). Le domaine HAT quant à lui comprend les trois séquences de 
signature HAT : D, A et B. S.c., Saccaromyces cerevisiae. Figure adaptée de 
(Paraskevopoulou et al., 2006). 
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Le cluster FeS est nécessaire pour l’intégrité structurale du complexe Elongator 
(Greenwood et al., 2009). Toutefois, des mutations au niveau de ce cluster n’affectent pas 
son association avec l’ARNPII (Greenwood et al., 2009). Le domaine SAM de la sous-unité Elp3 
est essentiel dans le processus de déméthylation du génome paternel qui suit la fertilisation 
chez la souris. Dans ce cas, le domaine HAT n’est pas requis (Okada et al., 2010). Elp3 a 
également la capacité d’être associé avec l’ARN messager naissant (pré-ARNm), non épissé, 
de gènes actifs chez la levure (Gilbert et al., 2004; Metivier et al., 2003; Petrakis et al., 2004). 
2.2. Les sous-unités HAP : Elp4, Elp5 et Elp6 
Le gène codant pour la sous-unité Elp4 est nommé ELP4/TOT7. L’homologue humain de 
la protéine Elp4 est codé par le gène PAXNEB (Miles et al., 1998). Ce gène est localisé dans 
une région du chromosome 11 (Winkler et al., 2001) qui est impliquée dans le syndrome de 
WAGR (Wilm’s tumor, Anidria, Genitourinary abnormalities, and mental Retardation) (Kleinjan 
et al., 2002). Ce syndrome associe un risque de survenue de tumeur de Wilms (tumeur rénale 
infantile), une aniridie totale ou partielle, des anomalies génito-urinaires, ainsi qu'un déficit 
intellectuel de degré variable (www.orpha.net). La perte de fonction de cette sous-unité chez 
la souris conduit à une létalité précoce (Kleinjan et al., 2001). 
Les sous-unités Elp5 et Elp6 sont les moins décrites. Elp5 est codée par le gène 
ELP5/IKI1/TOT5 (Krogan and Greenblatt, 2001) et la sous-unité Elp6 par le gène ELP6/TOT6 
(Winkler et al., 2001). Les homologues humains de ces protéines ne sont pas identifiés. 
La structure cristallographique du sous-complexe HAP de levure a récemment été 
résolue (Glatt et al., 2012; Lin et al., 2012). Les trois sous-unités qui forment ce complexe sont 
présentes en double exemplaire et elles adoptent une conformation de type RecA, structure 
hétérohexamérique en anneau. La figure 20 représente la structure cristalline du sous-
complexe HAP (Glatt et al., 2012).  
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Contrairement aux autres protéines ayant une conformation de ce type, les sous-unités 
Elp4, Elp5 et Elp6 ont perdu le motif Walker A (boucle-P) qui est la signature clé des ATPases 
de type RecA (Glatt et al., 2012; Lin et al., 2012; Ponting, 2002). Glatt et al. ont montré 
qu’HAP interagit de façon spécifique avec les ARNs de transfert (ARNt). De plus, la 
dissociation de l’ARNt et du sous-complexe HAP est un processus qui nécessite de l’ATP, ce 
qui implique que ce sous-complexe d’Elongator possède une activité d’ATPase  (Glatt et al., 
2012). Enfin, Lin et al. ont démontré une interaction entre HAP et les histones H3 (Lin et al., 
2012).  
3. Les fonctions d’Elongator 
Le premier rôle d’Elongator mis à jour est son implication dans l’élongation 
transcriptionnelle (Kim et al., 2002; Otero et al., 1999; Wittschieben et al., 1999). Des 
expériences d’immuno-localisation révèlent que ce complexe est néanmoins majoritairement 
cytoplasmique, indiquant qu’il pourrait avoir d’autres fonctions dans ce compartiment 
cellulaire (Fichtner et al., 2003; Hawkes et al., 2002; Kim et al., 2002; Pokholok et al., 2002; 
Rahl et al., 2005). Il a ainsi été démontré qu’Elongator est un facteur clé pour la modification 
de certains ARNs de transfert (ARNt) dans le cytoplasme (Esberg et al., 2006; Huang et al., 
2005). En outre, des modèles de perte de fonction de ce complexe dans différents organismes 
révèlent qu’il serait impliqué dans divers processus cellulaires. En effet, Elongator intervient 
notamment dans l’exocytose (Rahl et al., 2005) et dans la résistance aux dommages à l’ADN 
chez la levure (Chen et al., 2011; Li et al., 2009). Chez les eucaryotes supérieurs, ce complexe 
Figure 20. Structure cristalline du 
sous-complexe HAP d’Elongator. 
Les sous-unités Elp4, Elp5 et Elp6 
sont présentes en double 
exemplaire. La sous-unité Elp6 
permet l’interaction entre les sous-
unités Elp5 et Elp4. Les lignes 
pointillées représentent des régions 
peu organisées. Sur la figure, la 
dyade centrale, nommée boucle L2 
par analogie avec RecA, et les 
portions N- et C-terminales 
respectives sont indiquées (Glatt et 
al., 2012). 
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affecte particulièrement la migration (Boone et al., 2010; Close et al., 2006; Johansen et al., 
2008; Lee et al., 2009) et la différentiation des neurones corticaux  (Creppe et al., 2009), ainsi 
que la cascade de signalisation InR-TOR (Bolukbasi et al., 2012). Les fonctions moléculaires 
d’Elongator dans l’élongation transcriptionnelle et dans la modification des ARNt, de même 
que son implication dans la migration cellulaire vont être décrites dans la suite du manuscrit. 
3.1. L’élongation transcriptionnelle 
 
La sous-unité Elp3 du complexe Elongator possède une activité acétyltransférase dirigée 
contre les histones H3 et dans une moindre mesure, contre les histones H4 in vitro (Kim et al., 
2002; Winkler et al., 2002; Wittschieben et al., 1999). La perte de fonction d’Elp3 chez la 
levure conduit à la diminution du niveau d’acétylation des histones H3 dans la chromatine in 
vivo (Kristjuhan et al., 2002; Winkler et al., 2002). L’activité HAT d’Elongator contre les 
histones H3 est conservée chez la plante (Nelissen et al., 2010), mais également chez 
l’homme (Chen et al., 2009b; Close et al., 2006). Ce complexe est recruté au niveau des gènes 
seulement après l’hyperphosphorylation de la partie CTD de l’ARNPII (Metivier et al., 2003), 
une modification caractéristique de la phase d’élongation du transcrit (Shilatifard et al., 
2003). Elongator est principalement associé avec la région à transcrire des gènes (Close et al., 
2006; Gilbert et al., 2004; Han et al., 2007; Kouskouti and Talianidis, 2005; Kristjuhan et al., 
2002). Toutefois, seuls l’expression de certains gènes, par exemple la gelsoline et la becline, 
est affectée par la perte de fonction du complexe Elongator humain bien qu’il soit recruté au 
niveau d’autres régions à transcrire telles que celles de la tubuline-α (Close et al., 2006). Bien 
que les gènes cibles d’Elongator varient en fonction de l’espèce étudiée, des gènes impliqués 
dans la réponse au stress semblent être régulés dans toutes les espèces étudiées : chez la 
levure (Krogan and Greenblatt, 2001; Otero et al., 1999), chez la plante (Chen et al., 2006; 
Nelissen et al., 2005), chez la drosophile (Walker et al., 2011) et chez l’homme (Han et al., 
2007). L’ensemble de ces données confirme qu’Elongator assiste l’ARNPII durant l’élongation 
transcriptionnelle, et que ce rôle a été conservé durant l’évolution des espèces (Fig.21). 
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A l’heure actuelle, le rôle direct d’Elongator dans l’élongation transcriptionnelle est remis 
en question, notamment suite à la publication de résultats démontrant que chez la levure, 
tous les phénotypes observés dans les mutants d’Elongator peuvent être abolis suite à la 




) (Esberg et al., 2006).  
3.2. La modification des ARNs de transfert  
 
Huang et al. ont démontré qu’Elongator est nécessaire, chez la levure, pour la 
maturation d’ARNt. Il intervient dans une étape de maturation précoce commune aux 
modifications 5-methoxycarbonylmethyl (mcm
5
) et 5-carbamoylmethyl (ncm
5
) des 
nucléosides uridines (U) localisés en position 34 ou « wobble position» d’ARNt spécifiques 
(Huang et al., 2005) (Fig.22). Dans les souches de levure ayant perdu la fonction du complexe 
Elongator, ces modifications sont abolies (Huang et al., 2005).  
 
Figure 21. Aperçu de différents gènes cibles d’Elongator en fonction de l’espèce étudiée. 
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ce qui indique que cette protéine est nécessaire pour ces 
modifications (Huang et al., 2005). De la même façon, la perte de fonction des autres sous-
unités bloque la formation de ces modifications, ce qui démontre que toutes les sous-unités 
du complexe sont indispensables pour cette fonction (Huang et al., 2005). L’absence de ces 
modifications concerne 11 ARNt parmi les 42 ARNt de la levure et affecte en conséquence 
l’efficacité et la fidélité de la traduction (Huang et al., 2005). Des études menées chez le 
nématode (Chen et al., 2009a) et chez la plante (Mehlgarten et al., 2010) montrent 
qu’Elongator intervient également dans la modification des ARNt de ces organismes. Ces 
données indiquent que cette fonction est conservée chez les eucaryotes. De plus, les sous-
unités Elp4, Elp5 et Elp6 de levure interagissent directement avec les ARNt et la fonction 
ATPase de ce sous-complexe est nécessaire pour la libération de l’ARNt modifié (Glatt et al., 
2012). Chez la levure, le rôle d’Elongator dans la traduction serait un rôle majeur (Chen et al., 
2011). En effet, la perte de fonction de ce complexe conduit à un défaut dans la modification 
de deux ARNs de transfert : ARNt
Lys
 s2UUU et ARNt
Gln
 s2UUG , ce qui diminue l’efficacité et la 
fidélité de la traduction (Esberg et al., 2006). L’équipe de Byström a démontré que la 





tous les phénotypes observés dans les souches de levure mutées pour Elongator, ceux-ci 
Figure 22. Structure en feuille de trèfle des ARNt. 





U qui requièrent le complexe Elongator sont représentées à droite. 
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incluent le défaut d’élongation transcriptionnelle et l’exocytose (Esberg et al., 2006). De plus, 
l’absence de ces modifications entraîne un défaut de réponses aux dommages à l’ADN ainsi 
que la dérégulation des gènes silencieux par les télomères (Chen et al., 2011). Toutefois, à 
l’heure actuelle, aucune publication ne peut confirmer ou infirmer l’importance d’Elongator 
dans la modification des ARNt chez les mammifères. 
3.3. La migration cellulaire  
 
Notre laboratoire a démontré qu’Elongator joue un rôle dans la migration cellulaire de 
cellules humaines (Close et al., 2006). L’utilisation de la technique d’ARN interférant (ARNi) a 
permis de diminuer l’expression de la sous-unité ELP1 et donc d’invalider Elongator dans des 
cellules HeLa. Grâce à l’étude du profil d’expression génique par puce à ADN dans ces cellules, 
il a été montré que l’expression de gènes impliqués notamment dans la migration cellulaire 
était diminuée. Parmi ceux-ci, nous retrouvons la gelsoline et la paxilline. La gelsoline est une 
protéine capable de s’associer aux filaments d’actine et de les découper. Elle peut aussi 
inhiber la polymérisation de MFs en « coiffant » les extrémités barbées et donc par 
l’inhibition de l’ajout de monomères d’actine-G (Nyakern-Meazza et al., 2002; Pontrello and 
Ethell, 2009). Quant à la paxilline, elle est associée aux adhérences focales. Son principal rôle 
est d’intégrer et de transmettre les signaux venant de récepteurs membranaires tels que les 
intégrines, afin de moduler la mobilité cellulaire (Brown and Turner, 2004). Un retard de 
migration dans les cellules invalidées pour le complexe Elongator a été démontré en réalisant 
une brèche dans une monocouche de cellules (wound healing assay), par l’utilisation de 
chambre de Boyden, de même que par des expériences de contraction de gel (Close et al., 
2006).  
Johansen et al. ont montré un défaut de localisation de la filamine A au niveau des 
extensions membranaires de cellules neuronales déficientes pour le complexe Elongator 
(Johansen et al., 2008). La filamine A intervient dans la migration cellulaire par la 
réorganisation des filaments d’actine aux extrémités cellulaires et par la génération d’une 
force de traction nécessaire pour la mobilité. Ce défaut de localisation conduit à une 
désorganisation du cytosquelette d’actine et par conséquent, à un défaut migratoire 
(Naumanen et al., 2008). Elp1 co-localise mais interagit de façon indirecte avec la filamine A 
(Johansen et al., 2008). Barton et al. ont démontré par immunofluorescence que la sous-unité 
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Elp3 co-localise avec l’actine-F au niveau des extensions membranaires et des fibres de stress 
(Barton et al., 2009). Ces données indiquent que l’une des cibles d’Elongator pourrait 
intervenir dans la régulation du cytosquelette d’actine, ce qui expliquerait sa capacité à 
promouvoir la migration cellulaire. 
Creppe et al. ont montré que la perte de fonction d’Elongator conduit à une diminution 
du niveau d’acétylation de la tubuline-α (Creppe et al., 2009). L’acétylation de cette protéine 
est une modification post-traductionnelle connue pour augmenter la liaison de protéines 
motrices (Reed et al., 2006). Ces dernières régulent le transport moléculaire bidirectionnel au 
niveau des neurones (Gardiner et al., 2007; Reed et al., 2006). De plus, Elongator intervient 
dans la migration des neurones de projection du cortex cérébral en acétylant la tubuline-α 
(Creppe et al., 2009). Ces données suggèrent que ce complexe régule la migration cellulaire 
via le contrôle de l’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans la 
mobilité, mais également via l’acétylation de la tubuline-α cytoplasmique. En outre, Elongator 
régule la différentiation des neurones de projection par l’acétylation de la tubuline-α (Creppe 
et al., 2009). Une étude menée chez le nématode est venue renforcer le fait qu’Elongator est 
nécessaire pour l’acétylation de la tubuline-α et qu’il intervient également dans des processus 
neurologiques chez cette espèce (Solinger et al., 2010). Elongator intervient également dans 
la formation des boutons synaptiques chez la drosophile (Singh et al., 2010) où il favorise 
notamment l’acétylation des protéines Bruchpilot (Miskiewicz et al., 2011).  
Le rôle du complexe Elongator a été conservé au cours de l’évolution au niveau de 
l’élongation transcriptionnelle de même que dans la modification des ARNt. En fonction de 
l’organisme étudié, les rôles d’Elongator peuvent varier et être spécifiques au règne. Ainsi, il 
intervient dans la résistance à la zymocine chez la levure (Fichtner et al., 2002a), la biologie 
des auxines chez la plante (Nelissen et al., 2010) et le développement neuronal chez les 
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4. Pathologies neuronales associées à Elongator 
4.1. La dysautonomie familiale 
La dysautonomie familiale (FD) ou Riley-Day Syndrome est une pathologie autosomale 
récessive, classée parmi les neuropathies sensorielles et autonomes les plus fréquentes 
(Slaugenhaupt and Gusella, 2002). Elle affecte le développement et la survie de neurones 
sensoriels, sympathiques et quelques neurones parasympathiques. Elle touche 
essentiellement la population juive Ashkénaze, avec une incidence annuelle de 1 sur 3600 
naissances (Anderson et al., 2001). Les principaux critères de diagnostic sont les suivants : 
- absence de larme ; 
- absence de papilles fongiformes sur la langue ; 
- diminution des réflexes rotuliens ; 
- réponse anormale au test histaminique ; 
- descendance Juive Ashkenaze (Slaugenhaupt et al., 2001). 
Les patients présentent une grande variété de symptômes incluant des 
dysfonctionnements intestinaux, des crises de vomissement, des pneumonies récurrentes, 
une scoliose, une perception altérée de la douleur et de la température, ainsi qu’une 
instabilité cardio-vasculaire. Cette pathologie est inévitablement fatale et seulement 50% des 
patients atteignent l’âge de 40 ans (Axelrod, 2004).  
Caractéristiques génétiques 
La FD est provoquée par la mutation du gène IKBKAP localisé sur le chromosome 9,  
codant pour la sous-unité ELP1/IKAP d’Elongator (Anderson et al., 2001). Trois mutations 
distinctes ont été associées avec cette pathologie. La mutation majeure est provoquée par 
une mutation non codante, une transition TC au niveau de la sixième base de l’intron 20. 
C’est un site « donneur» lors de l’épissage, la mutation de celui-ci provoque une diminution 
de l’efficacité de l’épissage de ce transcrit, conduisant à un saut de l’exon 20. Ce site est 
conservé chez la souris (Coli et al., 2001; Cuajungco et al., 2001). Le défaut d’épissage 
provoque une modification du cadre de lecture conduisant à l’apparition d’un codon STOP 
précoce qui génère une protéine tronquée, instable, nommée IKAP-FD (Anderson et al., 2001; 
Slaugenhaupt et al., 2001; Slaugenhaupt et al., 2004) (Fig.23).  
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Dans les tissus des patients touchés par cette maladie, l’ARNm du gène IKBKAP est 
exprimé sous les deux formes : muté et normal, mais la proportion varie en fonction du type 
tissulaire. Parmi les différents tissus examinés, les systèmes nerveux central (SNC) et 
périphérique (SNP) expriment le plus faible niveau d’ARNm IKBKAP normal et ces tissus sont 
les plus affectés par la maladie (Cuajungco et al., 2001; Slaugenhaupt et al., 2001). Les cellules 
les plus touchées par la FD dérivent de cellules de la crête neurale, une population cellulaire 
capable de migrer chez l’embryon jusque différents sites bien définis (Hunnicutt et al., 2012) 
où elles formeront notamment les os du crâne, les mélanocytes et les neurones périphériques 
(Gammill and Bronner-Fraser, 2003).  
Deux autres mutations, mineures, sont également associées à la FD :  
- une transversion GC au niveau de l’exon 19 résultant en une substitution arginine 
en proline (R696P) et ainsi à la destruction d’un site consensus de phosphorylation 
serine/thréonine kinase (RIVTpIVT). Cette mutation n’a été observée que chez 4 
patients FD (Slaugenhaupt et al., 2001).  
Figure 23. Représentation schématique du défaut d’épissage suite à la mutation du gène IKBKAP. 
a) Le site d’épissage normal du pré-ARNm est la séquence GTAAGT. b) La forme sauvage du pré-ARNm est 
épissée normalement, seul l’intron 19 est éliminé. c) Suite à la mutation majeure du gène IKBKAP au 
niveau de la base 6 de l’intron 20 (en rouge), le site d’épissage est muté en GTAAGC, il en résulte un 
défaut d’épissage conduisant à l’élimination des introns 19 et 20, mais également de l’exon 20. Figure 
adaptée de (Slaugenhaupt and Gusella, 2002). 
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- la dernière mutation est une transition CT au niveau de l’exon 26, résultant en 
une mutation faux-sens proline en leucine (P914L). Cette mutation a été identifiée 
chez un patient n’ayant pas une descendance pure juive Ashkénaze et elle détruit 
également un site de phosphorylation (Leyne et al., 2003).  
Toutes les personnes atteintes de la FD possèdent au moins une copie de la mutation 
majeure. 99,8 % des patients sont homozygotes pour cette mutation. Seulement 5 individus 
malades sont hétérozygotes pour cette mutation majeure mais ils présentent en plus l’une 
des deux mutations mineures (Hims et al., 2007).  
4.2. La sclérose latérale amyotrophique 
Des variations au niveau du gène codant pour la sous-unité Elp3 ont récemment 
impliqué Elongator dans une autre pathologie neurodégénérative, la sclérose latérale 
amyotrophique (SLA) (Simpson et al., 2009). La SLA est la plus fréquente maladie des 
neurones moteurs chez l’homme. Elle entraîne généralement la mort dans les trois à cinq ans 
suite à l’affaiblissement puis à la paralysie des muscles respiratoires. Les fonctions 
intellectuelles et sensorielles ne sont pas touchées. Cette pathologie se déclare généralement 
entre 50 et 70 ans et touche une population très active (les grands sportifs sont les plus 
fréquemment touchés) (www.orpha.net).  
Des variations dans le gène ELP3 ont été révélées et celles-ci provoquent une diminution 
de l’expression de la protéine ELP3 (Simpson et al., 2009). Les variants d’ELP3 sont impliqués 
dans cette pathologie suite à un défaut probable d’acétylation des histones du gène codant 
pour la HSP70 (Heat Shock Protein 70), une protéine chaperone régulée directement par ELP3 
(Han et al., 2007). Etant donné que l’expression de protéines chaperones augmente 
rapidement en réponse à un stress (Han et al., 2008), la protéine ELP3 native aurait donc un 
rôle protecteur pour les neurones. Chez l’homme, l’expression élevée d’ELP3 protègerait les 
neurones moteurs de la dégénérescence par une augmentation de la transcription d’HSP70 
(Simpson et al., 2009).  
 
Elongator est un complexe protéique de six sous-unités,t dont la structure exacte reste 
encore à déterminer, en particulier chez l’homme. Il possède de nombreux rôles biologiques et 
une perte de fonction de ce complexe est associée à différentes pathologies. L’étude 
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biochimique, structurale et biologique de ce complexe devrait notamment permettre de 
comprendre le rôle des différentes sous-unités au sein du complexe.  
 
 
    
 
















    
Objectifs du travail 
 - 47-  
Le complexe Elongator est composé de six sous-unités, nommées Elp1 à Elp6 (Krogan and 
Greenblatt, 2001; Winkler et al., 2001). Il a été initialement décrit comme un régulateur de 
l’élongation transcriptionnelle de certains gènes. Cette fonction se base notamment sur 
l’interaction entre Elongator et l’ARNPII hyperphosphorylée (Otero et al., 1999), de même 
que par la capacité de la sous-unité Elp3 à acétyler les histones. (Wittschieben et al., 1999). 
Néanmoins, les sous-unités formant ce complexe sont majoritairement cytoplasmiques. 
Différentes études ont démontré qu’Elongator intervient également dans la modification des 
ARN de transfert (Huang et al., 2005), dans l’exocytose (Rahl et al., 2005), mais encore dans 
l’acétylation de la tubuline-α (Creppe et al., 2009) dans ce compartiment cellulaire. 
Notre laboratoire a précédemment montré le rôle d’Elongator dans l’élongation 
transcriptionnelle de gènes requis pour la migration cellulaire (Close et al., 2006), sans 
toutefois exclure la possibilité qu’Elongator puisse réguler la migration par d’autres 
mécanismes. La dérégulation de la migration est notamment impliquée dans le processus 
métastatique de cellules cancéreuses.  
La perte de fonction du complexe Elongator est exemplifiée par une pathologie 
neurodégénérative nommée la dysautonomie familiale (Anderson et al., 2001; Slaugenhaupt 
et al., 2001). Les patients affectés par cette maladie présentent un défaut au niveau du 
développement et de la survie des neurones autonomes et sensoriels (Anderson et al., 2001). 
Notre laboratoire, en collaboration avec l’équipe du Dr. L. Nguyen, a mis en évidence 
l’implication d’Elongator dans la migration et la différenciation des neurones de projection 
dans le cortex cérébral. Les imperfections dans ces processus peuvent notamment s’expliquer 
par un défaut d’acétylation de la tubuline-α (Creppe et al., 2009).  
Dans ce travail, nous avons premièrement étudié le complexe Elongator humain au 
niveau biochimique, afin d’identifier pour la première fois les sous-unités ELP5 et ELP6. 
Ensuite, nous avons investigué le rôle de ces protéines au sein du complexe. Dans un 
deuxième temps, nous avons étudié l’implication du complexe Elongator dans la migration et 
le pouvoir invasif de cellules cancéreuses dérivées de mélanomes malins. 
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1. Introduction 
 
Le complexe Elongator humain a précédemment été purifié à partir d’extraits de cellules 
HeLa, ce qui a permis l’identification des sous-unités ELP1, ELP2 et ELP3, décrites comme 
faisant partie du complexe « core » (Hawkes et al., 2002; Kim et al., 2002). Or, chez la levure, 
Elongator existe également sous forme d’un large complexe contenant six sous-unités 
(Krogan and Greenblatt, 2001; Li et al., 2001; Winkler et al., 2001). Dans cette configuration, il 
est également nommé « holo-Elongator ». Les trois sous-unités additionnelles forment le 
sous-complexe « HAP » et sont nommées : Elp4, p38 (Elp5) et p30 (Elp6) (Hawkes et al., 
2002). Les peptides humains p38 et p30 ne sont pas caractérisés à ce jour. Ces protéines sont 
susceptibles d’être codées chez l’homme par des gènes homologues d’Elp5 et d’Elp6 de 
levure. Notre travail porte sur l’identification de ces sous-unités humaines et leur 
caractérisation. Ces données permettront de mieux comprendre la structure du complexe 
Elongator et ses rôles biologiques. Ces résultats font l’objet d’une publication qui est jointe en 
annexe 1 : 
 
DERP6 (ELP5) and C3ORF75 (ELP6) Regulate Tumorigenicity and Migration of Melanoma 
Cells as Subunits of Elongator. 
Pierre Close, Magali Gillard, Aurélie Ladang, Zheshen Jiang, Jessica Papuga, Nicola Hawkes, Laurent 
Nguyen, Jean-Paul Chapelle, Fabrice Bouillenne, Jasper Svejstrup, Marianne Fillet and Alain Chariot. 
The Journal of Biological Chemistry, 287 (39), 32535-32545, September 21, 2012. 
 
Les approches expérimentales utilisées dans ce travail sont décrites dans la partie 
« Experimental procedures » de cet article et ne sont dès lors pas présentées ici. 
2. Résultats 
2.1. Identification des sous-unités ELP5 et ELP6 humaines 
Afin d’identifier les sous-unités ELP5 et ELP6 du complexe Elongator humain, nous avons 
purifié ce complexe à partir de cellules HEK293 grâce à l’une des sous-unités structurelle, 
ELP4. A cette fin, nous avons généré un vecteur qui permet l’expression de la protéine ELP4 
humaine couplée à un épitope FLAG. Les cellules humaines HEK293 ont été transfectées avec 
ce vecteur, afin de produire de façon stable la protéine ELP4 humaine couplée à l’épitope 
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FLAG. La lignée cellulaire qui en dérive a été nommée ELP4-FLAG. Nous avons utilisé cette 
lignée comme outil pour purifier le complexe Elongator humain. En parallèle, nous avons 
produit une lignée contrôle où les cellules HEK293 expriment un vecteur possédant 
uniquement la séquence FLAG (Fig.24). Par Western blot (WB), nous contrôlons l’expression 








Afin d’immunoprécipiter la protéine ELP4-FLAG, nous avons utilisé un anticorps anti-
FLAG couplé à une résine. Les lysats provenant des deux lignées cellulaires ont été incubés 
avec cet anticorps. Ensuite, la résine a été lavée intensivement afin de ne garder que les 
protéines qui sont fixées de façon spécifique aux anticorps. Enfin, par compétition avec un 
peptide FLAG, les protéines associées à l’anticorps ont été détachées et solubilisées. Elles ont 
ensuite été analysées par SDS-PAGE, un gel dénaturant permettant de séparer les protéines 
selon leur masse moléculaire. Les protéines d’intérêt, présentes uniquement dans l’extrait 







Figure 24. Expression de la protéine ELP4-FLAG. 
Les cellules HEH293 sont transfectées avec les vecteurs d’expression ELP4-FLAG ou FLAG (contrôle), afin 
de générer une lignée cellulaire exprimant la protéine ELP4 humaine couplée à l’épitope FLAG ou une 
lignée cellulaire contrôle (Mock) n’exprimant pas cette protéine. Le niveau d’expression de la protéine 
ELP4-FLAG est contrôlé par Western blot (WB) grâce à un anticorps anti-FLAG. M=Mock et E= ELP4-
FLAG. 
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Comme attendu, les sous-unités ELP1, ELP2, ELP3 et ELP4 ont été identifiées ainsi que 
deux produits de 38 et 30 kDa, nommés respectivement DERP6 et C3ORF75. La masse de ces 
deux protéines correspond à celle des sous-unités humaines d’Elongator non caractérisées 





Les séquences protéiques de DERP6 et C3ORF75 ont été alignées avec les sous-unités 
Elp5 et Elp6 de levure, ainsi que leurs homologues dans différentes espèces, ce qui a permis 
de confirmer que ces deux protéines correspondent aux sous-unités ELP5 et ELP6 du 
complexe Elongator humain (Fig.27, A et B). Yuan et al. ont préalablement cloné l’ADN 
complémentaire (ADNc) qui correspond à la protéine DERP6 à partir d’une librarie d’ADNc de 
testicule humain. Ils ont suggéré que cette protéine régulerait positivement l’activité 
transcriptionnelle de p53. Toutefois, le mécanisme sous-jacent reste à définir (Yuan et al., 
2006). Quant à la protéine C3ORF75, elle n’a jamais été décrite auparavant. 
Figure 26. Purification du complexe 
Elongator humain. 
Elongator est purifié à partir du lysat 
de cellules HEK293 exprimant ELP4-
FLAG. Une quantité égale d’éluat de 
purification FLAG venant de cellules 
exprimant ELP4-FLAG (E) ou non 
(Mock : M) est séparée par un gel 
SDS-PAGE 4-12% et coloré avec le 
SYPRO-Ruby. Les bandes d’intérêt 
sont extraites et analysées par 
spectrométrie de masse. Les sous-
unités du complexe Elongator qui ont 
co-élué sont indiquées par des 
flèches. 
Figure 25. Etapes 
conduisant à l’identification 
des protéines p38 et p30. 
Les lysats sont incubés avec 
un anticorps anti-FLAG 
couplé à une résine. La 
résine est ensuite lavée et 
les protéines éluées. Les 
éluats sont déposés sur un 
gel dénaturant. Les 
protéines d’intérêts sont 
extraites du gel, analysées 
et identifiées par 
spectrométrie de masse. 
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Afin de conforter la notion que DERP6/ELP5 et C3ORF75/ELP6 font partie du complexe 
Elongator humain, nous avons établi une lignée cellulaire qui exprime de façon stable la 
protéine DERP6/ELP5 couplée à l’épitope FLAG. Nous avons ensuite appliqué le même 
Figure 27. Alignement de séquences des protéines humaines DERP6 et C3ORF75 avec leurs homologues de 
différentes espèces. 
A) Alignement de séquences entre DERP6 et ses homologues. DERP6 présente 15% d’identité et 29% de 
similarité avec la protéine Elp5 de levure. L’homologie entre ces différentes séquences varient de 8% d’identité 
et 25% de similarité (A. thaliana et S. cerevisiae) à 71% d’identité et 80% de similarité (H. sapiens et M. 
musculus). B) Alignement de séquences entre C3ORF75 et ses homologues. C3ORF75 présente 9% d’identité et 
25% de similarité avec la protéine Elp6 de levure. L’homologie entre ces différentes séquences varient de 8% 
d’identité et 26% de similarité (A. thaliana et S. cerevisiae) à 80% d’identité et 90% de similarité (H. sapiens et 
M. musculus). Ces résultats ont été créés en utilisant le programme ClustalW2 et l’option groupe de similarité a 
été activée lors de la génération de ces données (Larkin et al., 2007). H.s., Homo sapiens ; M.m., Mus musculus ; 
A.t., Arabidopsis thaliana ; D.m., Drosophila melanogaster; S.p., Schizosaccharomyces pombe ; S.c., 
Saccharomyces cerevisiae. Les résidus conservés à 60% sont surlignés en gris clair, ceux conservés à 80% sont 
surlignés en gris foncé et les résidus identiques sont surlignés en noir.  
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protocole de purification que celui décrit pour identifier les protéines associées à ELP4. Nos 
résultats indiquent que DERP6/ELP5-FLAG interagit avec les sous-unités endogènes ELP1, 
ELP3 et ELP4, ainsi qu’avec C3ORF75/ELP6 (Fig.28, A et B). De plus, l’immunoprécipitation (IP) 
de la protéine ELP4 endogène, dans des lysats de cellules exprimant DERP6/ELP5-FLAG ou 













La technique de filtration sur gel permet d’isoler au même moment les protéines formant 
un complexe. Le principe de ce test est de séparer les protéines selon leur taille, pendant leur 
passage dans une colonne contenant une matrice poreuse. La matrice que nous avons utilisée 
est une Superdex 200, composée de dextran et d’agarose. En utilisant le même éluat que 
Figure 28. DERP6/ELP5 et C3ORF75/ELP6 sont des sous-unités du complexe 
Elongator humain. 
A) Analyse par WB d’éluat FLAG venant de cellules exprimant DERP6/ELP5-
FLAG ou de cellules exprimant le vecteur contrôle (Mock). Les protéines 
sont détectées grâce aux anticorps correspondants, indiqués à gauche. B) 
Détection par WB de la sous-unité ELP6 endogène suite à l’IP avec un 
anticorps FLAG de la protéine DERP6/ELP5 dans les cellules exprimant le 
vecteur contrôle (Mock) ou exprimant DERP6/ELP5-FLAG (partie 
supérieure). Partie inférieure, WB réalisé sur les extraits avant IP (input) afin 
de confirmer l’expression de DERP6/ELP5-FLAG. Les protéines sont 
détectées grâce aux anticorps listés à gauche. C) La sous-unité ELP4 
endogène est immunoprécipitée à partir de cellules exprimant DERP6/ELP5-
FLAG ou non (Mock). Les protéines sont détectées grâce aux anticorps listés 
à droite. IP neg = contrôle négatif, réalisé avec du sérum pré-immun. 
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pour la purification DERP6/ELP5-FLAG, nous avons pu co-éluer les protéines ELP1, ELP3, ELP4 
et DERP6/ELP5-FLAG dans un même complexe dont la masse avoisine 600 KDa (Fig.29), 
comme cela a déjà été démontré (Glatt et al., 2012; Otero et al., 1999). Ces résultats 
confirment que les protéines DERP6/ELP5 et C3ORF75/ELP6 font partie du complexe 







Afin de déterminer la localisation cellulaire de DERP6/ELP5, des expériences 
d’immunofluorescence (IF) ont été réalisées. Nous avons transfecté des cellules HEK293 avec 
des vecteurs d’expression pour les sous-unités ELP1, ELP3, ELP4 et ELP5 couplées à l’épitope 
FLAG ou Myc. Grâce à des anticorps couplés à des fluorochromes, nous avons pu analyser la 
localisation cellulaire de ces protéines. Nous pouvons voir sur la figure 30 que ces protéines 
sont majoritairement, mais pas exclusivement, cytoplasmiques. Grâce à une lyse spécifique, 
nous avons pu extraire séparément les protéines cytoplasmiques et nucléaires. Les extraits 
protéiques issus de cellules HEK293 qui expriment de façon ectopique la protéine 
DERP6/ELP5 ont été analysés par WB (Fig.31). Nous pouvons voir sur la figure 31 que la 
protéine DERP6/ELP5-FLAG est bien majoritairement cytoplasmique (86%), ce qui confirme 
les données obtenues par IF. 
Figure 29. Analyse par gel filtration. 
Le complexe Elongator, issu de la même purification FLAG que dans la figure 
28 A, est analysé par filtration sur gel. Les protéines sont détectées par WB 
et les anticorps utilisés sont indiqués à gauche de la figure. V0 représente le 
volume mort. Les fractions (Fct) issues de la filtration, et analysées par WB, 
sont indiquées en haut de la figure. 
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Figure 30. Localisation cellulaire des sous-unités du complexe Elongator. 
Les cellules HEK293 sont transfectées avec le vecteur d’expression indiqué sur les photos dans la première 
colonne, en bas à gauche. Les anticorps Myc (rouge) ou FLAG (vert) permettent de détecter les protéines du 
complexe Elongator qui sont couplées soit à l’épitope Myc, soit à l’épitope FLAG. Le To-Pro (bleu) permet de 
visualiser le noyau. 
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L’ensemble de ces données indique que les protéines DERP6 et C3ORF75 font partie du 
complexe Elongator et que ce sont des homologues humains des sous-unités Elp5 et Elp6 de 
levure. En conséquence, nous proposons de renommer respectivement ces deux protéines 
ELP5 et ELP6. 
2.2. ELP5 est nécessaire pour l’interaction entre ELP4 et ELP3 
Afin de déterminer la fonction d’ELP5 au sein du complexe Elongator, nous avons testé 
les interactions entre différentes sous-unités d’Elongator en présence ou en absence d’ELP5. 
Pour ce faire, nous avons généré des cellules HEK293 déficientes ou non pour la protéine ELP5 
(Fig.32 A, comparer les pistes 2 et 4 avec les pistes 1 et 3 ; B, comparer les pistes 1 et 3 avec 
les pistes 2 et 4). Les lysats de ces cellules ont été utilisés afin de purifier le complexe 
Elongator soit à partir de la sous-unité ELP4-FLAG (Fig.32 A), soit à partir de la sous-unité 
FLAG-ELP3 (Fig.32 B). Les sous-unités ELP1 et ELP3 endogènes sont détectées lors de l’IP de la 
protéine ELP4-FLAG dans les cellules contrôles (Fig.32 A, piste 3). La protéine ELP1 est 
associée à ELP4 indépendamment de la présence d’ELP5 (Fig.32 A, comparer les pistes 3 et 4). 
Par contre, l’interaction entre ELP3 et ELP4 nécessite la présence d’ELP5. En effet, en 
l’absence d’ELP5, le complexe Elongator purifié à partir d’ELP4-FLAG ne contient plus de sous-
unité catalytique ELP3 (Fig.32 A, comparer les pistes 3 et 4). Pour confirmer ces résultats, 
nous avons purifié Elongator à partir de cellules HEK293 exprimant la protéine FLAG-ELP3, en 
présence ou non d’ELP5 (Fig.32 B, comparer les pistes 1 et 3 avec les pistes 2 et 4). Nous 
pouvons constater que l’interaction entre la protéine FLAG-ELP3 et la sous-unité ELP1 
Figure 31. Localisation cellulaire de la sous-unité DERP6/ELP5. 
Des extraits protéiques cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) sont 
réalisés à partir de cellules HEK293 exprimant DERP6/ELP5-FLAG. 
Les protéines contenues dans ces fractions sont analysées par 
WB et les anticorps utilisés sont indiqués à gauche. La tubuline-α 
est un marqueur de la fraction cytoplasmique, alors que 
l’histone H3 est un marqueur de la fraction nucléaire. La 
distribution de la protéine DERP6/ELP5 dans ces compartiments 
cellulaires est quantifiée, comme illustré à droite. 
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endogène ne dépend pas de la présence d’ELP5 (Fig.32 B, comparer les pistes 3 et 4). Par 
contre la présence de la sous-unité ELP4 est fortement compromise en l’absence d’ELP5 








Nous pouvons conclure qu’ELP5 est essentiel à l’intégrité et donc à la fonction 
d’Elongator en permettant un assemblage correct des sous-unités ELP3 et ELP4, alors que sa 
présence n’est pas nécessaire pour l’interaction entre ELP1 et ELP3. Dès lors, ces résultats 
suggèrent qu’ELP5 promeut l’interaction entre les deux sous-complexes d’Elongator (« core » 
et « HAP »). 
2.3. Etude de l’implication d’Elongator dans la migration et dans 
l’invasion cellulaire 
Notre laboratoire a précédemment montré que les cellules HeLa déficientes pour 
Elongator présentaient un déficit de migration qui serait partiellement dû à un défaut 
d’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans la mobilité (Close et al., 
2006). Ce processus cellulaire intervient dans le pouvoir métastatique des cellules tumorales. 
Toutefois, les mécanismes moléculaires conduisant à l’invasion métastatique restent encore 
Figure 32. ELP5 connecte les sous-unités ELP3 et ELP4. 
A) et B) Les cellules HEK293 déficientes ou non pour ELP5 sont transfectées soit avec le vecteur d’expression 
contrôle (Mock), soit avec le vecteur d’expression ELP4-FLAG (A) ou FLAG-ELP3 (B). Les extraits cellulaires 
provenant de ces cellules sont soumis à une IP FLAG, suivie d’un WB anti-ELP1 (A et B), -ELP3 (A et B), -FLAG 
(A) et -ELP4 (B). L’expression des constructions ELP4-FLAG (A) et FLAG-ELP3 (B) est détectée avec un anticorps 
anti-FLAG sur les extraits cellulaires avant l’IP (inputs), partie inférieure de la figure. L’expression d’ELP5 est 
détectée grâce à un anticorps anti-ELP5. *ns indiquent les protéines non spécifiques. 
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mal compris, nous avons dès lors étudié l’implication potentielle d’Elongator dans les 
capacités migratoires et invasives de cellules hautement métastatiques. 
Afin d’étudier le rôle d’Elongator dans la migration et l’invasion des cellules cancéreuses, 
nous avons utilisé comme modèle une lignée cellulaire issues de mélanome murin : les B16-
F10. Ces cellules sont caractérisées par leur haut pouvoir migratoire et invasif (Fidler, 1975). 
Grâce à une méthode basée sur l’interférence d’ARN messager (ARNi), nous avons généré une 
lignée B16-F10 ayant perdu de façon stable l’expression de la sous-unité Elp1 du complexe 
Elongator. La perte d’expression de cette sous-unité invalide la fonction d’Elongator. En effet, 
Elp1 est nécessaire pour l’intégrité du complexe et son absence conduit à l’instabilité de la 
sous-unité catalytique Elp3 (Close et al., 2006; Petrakis et al., 2004). Le principe de cette 
méthode est d’infecter les cellules cibles avec un lentivirus qui délivre un shRNA (short hairpin 
RNA) spécifique dirigé contre le transcrit codant pour la protéine cible. L’hybridation de cette 
molécule avec l’ARNm cible entraîne la perte d’expression de la protéine correspondante. 
Cette technique permet d’éteindre l’expression d’un gène de façon stable et efficace (Kumar 
and Clarke, 2007). 
Dans le but de générer les cellules B16-F10 déficientes pour la protéine Elp1, nous avons 
utilisé deux séquences distinctes de shRNA ciblant le transcrit d’Elp1 (« shRNA Elp1#1 » et 
« shRNA Elp1#2 »), de même qu’une séquence contrôle (« shRNA CTR ») ne ciblant aucun 
transcrit. Comme nous pouvons le voir dans le WB dans la figure 33, l’expression d’Elp1 est 
fortement diminuée dans ces cellules, et ce de façon indépendante de l’identité de la 
séquence du shRNA. Comme attendu, la perte de la sous-unité Elp1 dans cette lignée entraîne 
également une altération de l’expression de la protéine Elp3. Ceci démontre que le complexe 
Elongator n’est plus fonctionnel dans les lignées B16-F10 infectées par les lentivirus délivrant 
des shRNAs ciblant Elp1.  
 
               
 
Figure 33. Génération de cellules déficientes pour 
Elongator. 
Analyse par WB de l’expression des protéines Elp1 
et Elp3 dans des cellules B16-F10 infectées par un 
lentivirus délivrant respectivement soit un shRNA 
CTR, ou un des shRNAs ciblant ELP1 (shRNA Elp1#1 
ou shRNA Elp1#2). Les anticorps correspondants 
sont indiqués à gauche. Le contrôle de la quantité 
de protéines déposées est réalisé par la détection 
de la tubuline-α. 
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Les capacités migratoires de ces cellules ont été testées par « wound healing assay». 
Cette expérience consiste à réaliser une déchirure dans une monocouche de cellules 
confluentes. La prolifération cellulaire est bloquée 2 heures avant de réaliser la brèche par 
l’ajout de mitomycine C. Nous pouvons ensuite comparer le temps nécessaire pour recouvrir 
la brèche, par migration, de différentes lignées cellulaires. Comme nous pouvons le voir dans 
la figure 34, les cellules contrôles sont capables de migrer et de fermer la brèche en 7 heures. 
Au contraire, les cellules dont l’expression d’Elp1 est diminuée présentent un retard 
significatif de migration, et cela de façon indépendante de l’identité de la séquence utilisée 








En parallèle, nous avons utilisé les chambres de Boyden. Le principe de ce test est basé 
sur la migration des cellules en réponse à un gradient de sérum. Les cellules sont placées dans 
des inserts perforés de pores de 8 µm de diamètre et ceux-ci sont posés dans des plaques 
multi-puits. Afin d’induire la migration, le milieu de culture dans cet insert est dépourvu de 
sérum, alors que celui dans le puits contient 10% de sérum (Close et al., 2006)(Fig.35). 
 
Figure 34. Elp1 régule la migration cellulaire de cellules issues de mélanome murin, les B16-F10. 
Les capacités migratoires de ces cellules sont évaluées par « wound healing assay ». Des photos sont prises 
après la création de la brèche aux temps indiqués. Les données sont quantifiées et les résultats sont 
illustrés sur la droite de la figure. Pour chaque condition expérimentale, la largeur de la brèche est fixée à 
100% au temps 0 et la largeur de la brèche au temps suivant est exprimée par rapport à cette valeur. 
L’expérience est réalisée trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les photos montrent les résultats d’un 
test représentatif. 
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Après 24 heures de culture, les cellules qui n’ont pas migré sont éliminées en raclant la 
surface supérieure de l’insert. Celles qui se trouvent sur la face inférieure sont fixées à 
l’éthanol, colorées au Giemsa 4% et comptées au microscope optique (10 champs par 
inserts). Les cellules B16-F10 déficientes pour Elp1 présentent les mêmes défauts migratoires 









Figure 35. Représentation du test de migration en chambre de Boyden. 
Les cellules sont placées dans un insert perforé de pores et cultivées dans 
un milieu sans sérum. L’insert est installé dans un puit contenant un milieu 
de culture avec du sérum. Ce gradient de sérum va induire la migration des 
cellules capables de migrer, placées dans l’insert. A la fin de l’expérience, 
les cellules qui sont parvenues à traverser les pores sont cdénombrées. 
Figure 36. Migration en chambre de Boyden. 
Quantification des données obtenues en chambre de Boyden avec les cellules B16-
F10 déficientes ou non pour Elp1, après 24h de culture. Le nombre de cellules ayant 
migré est fixé à 100% dans la condition contrôle. Celui correspondant aux cellules 
déficientes pour Elp1 est exprimé par rapport à cette valeur. L’expérience a été 
réalisée trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). 
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Afin de contrôler le lien entre le défaut de migration et la perte de fonction du complexe 
Elongator, nous avons généré des cellules déplétées pour Elp3 à l’aide de lentivirus délivrant 
des shRNAs spécifiques («shRNA CTR», «shRNA Elp3#1» et «shRNA Elp3#2») (Fig.37 A). Nous 
avons testé leurs capacités migratoires par « wound healing assay ». Comme attendu, nous 
pouvons voir sur la figure 37 B que les cellules B16-F10 déficientes pour Elp3 présentent un 











Figure 37. Elp3 régule la migration cellulaire des cellules cancéreuses B16-F10. 
A) Génération de cellules B16-F10 déficientes pour Elp3. Détection du niveau d’expression de 
l’ARNm d’Elp3 par PCR quantitative (qPCR) dans des cellules B16-F10 infectées par des 
lentivirus délivrant soit un shRNA contrôle (shRNA CTR), soit un shRNA ciblant Elp3 (shRNA 
Elp3#1 ou shRNA Elp3#2). Le niveau d’expression de l’ARNm d’Elp3 dans les cellules contrôles 
est fixé à 100% et le niveau d’expression dans les autres conditions est exprimé par rapport à 
cette valeur. B) Les capacités migratoires de ces cellules sont évaluées par « wound healing 
assay ». Des photos sont prises après la création de la brèche aux temps indiqués. C) 
Quantification des données. Pour chaque condition expérimentale, la largeur de la brèche a 
été fixée à 100% au temps 0 et la largeur de la brèche aux temps suivant est exprimée par 
rapport à cette valeur. L’expérience est réalisée trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les 
photos montrent les résultats d’un test représentatif. 
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Nos résultats montrent également que le défaut de migration est complètement 
dépendant de l’expression d’ELP3. En effet, l’expression ectopique d’ELP3 dans les cellules 
déplétées pour cette même protéine permet aux cellules de retrouver une capacité 
migratoire comparable aux cellules contrôles, comme l’indique la figure 38 au temps 6 
heures. Ces données suggèrent que les sous-unités Elp1 et Elp3 du complexe Elongator 
contrôlent la migration cellulaire dans les cellules dérivées de mélanome murin. La perte de 







Etant donné qu’Elongator intervient dans la migration de cellules cancéreuses, nous 
avons voulu investiguer dans quelle mesure il pouvait également être important dans la 
régulation du pouvoir transformant de ces cellules. La transformation néoplasique des 
cellules cancéreuses résulte d’une série d’altérations génétiques et épigénétiques qui 
confèrent à une population cellulaire la capacité de proliférer de façon indépendante des 
signaux intra et extracellulaires qui, en conditions normales, régulent la croissance. La 
croissance indépendante d’ancrage est l’une des caractéristiques de la transformation 
cellulaire et cette caractéristique est utilisée in vitro afin de détecter la transformation 
maligne des cellules. Le test de formation de colonies en agar mou ou « soft agar » est une 
méthode permettant de suivre la croissance cellulaire de façon indépendante d’ancrages. 
Cette approche expérimentale permet de mesurer les capacités prolifératives des cellules en 
milieu semi-solide et isolées les unes des autres. Elles perdent ainsi les contacts entre elles et 
Figure 38. Restauration de la migration cellulaire par l’expression d’Elp3. 
« Wound healing assay » effectué sur des cellules B16-F10 déficientes pour Elp3 (shRNA Elp3#1) ou non (shRNA 
CTR) et transfectées avec un vecteur permettant l’expression d’Elp3 (Myc-Elp3) ou un vecteur vide (Mock). A) WB 
anti-Myc réalisé sur les extraits protéiques des différentes cellules collectées après le test de migrtion. B) 
« Wound healing assay » effectué sur les cellules B16-F10 déficientes pour Elp3 ou non, transfectées avec Myc-
Elp3 ou Mock. C) La largeur de la brèche est quantifiée et les données obtenues sont illustrées à droite de la 
figure. Les photos sont représentatives de l’expérience réalisée trois fois (moyenne +/- écart-type).  
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avec le support (Hamburger and Salmon, 1977). Grâce au « soft agar », nous avons étudié le 
rôle d’Elongator dans la transformation maligne des cellules issues de mélanome murin. Les 
lignées cellulaires B16-F10 déficientes ou non pour Elp1 ou Elp3 ont été cultivées dans un gel 
d’agar mou. Après deux semaines, les cellules sont colorées et les colonies formées sont 
dénombrées dans chaque condition. Comme nous pouvons le voir sur la figure 39, les cellules 
B16-F10 contrôles sont capables de générer un grand nombre de colonies, alors que l’absence 








Comme Elongator intervient dans le pouvoir transformant de cellules cancéreuses, son 
rôle dans le pouvoir invasif de ces cellules a ensuite été investigué en utilisant la culture 
cellulaire en trois dimensions (3D) (Doillon et al., 2004). Dans cette approche expérimentale, 
un amas de cellules est enfermé entre deux couches de collagène. Des cellules cancéreuses 
acquièrent la capacité de quitter cet amas cellulaire, représentant la tumeur primaire, et 
d’envahir le collagène afin de générer des colonies dites « satellites », reproduisant ainsi la 
formation de métastases (tumeurs secondaires). Le collagène est l’un des composants 
majoritaires de la matrice extracellulaire. Cette technique permet ainsi de récapituler 
différentes étapes du pouvoir métastatique (Gobeil et al., 2008). Nous avons utilisé les B16-
F10 déficientes ou non pour Elongator afin d’évaluer dans quelle mesure son absence avait un 
Figure 39. Elp1 et Elp3 affectent le pouvoir transformant des cellules issues de mélanome murin. 
Les cellules contrôles (shRNA CTR) ou déficientes pour Elp1 (shRNA Elp1#1 et shRNA ELP1#2) (A) ou Elp3 
(shRNA Elp3#1 et shRNA Elp3#2) (B) sont placées dans un milieu de culture contenant de l’agar durant deux 
semaines. Ensuite, les cellules sont colorées au cristal violet et le nombre de colonies dans chaque condition 
est compté. L’expérience est réalisée trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les photos montrent les 
résultats d’un test représentatif. 
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impact sur le pouvoir invasif de ces cellules. Après trois semaines de culture en 3D, les cellules 
sont colorées avec du bleu de méthylène et comptées. Comme illustré dans la figure 40, les 
cellules B16-F10 contrôles sont capables de générer de nombreuses colonies satellites, alors 
que cette capacité est dramatiquement et significativement diminuée dans les cellules 








En conclusion, les données du « soft agar » et de la culture en 3D nous indiquent 
qu’Elongator intervient dans la transformation et le pouvoir invasif des cellules dérivées de 
mélanome. 
2.4. ELP5 et ELP6 régulent la migration cellulaire et le pouvoir 
transformant en tant que sous-unités du complexe Elongator 
De la même façon que nous avons généré des cellules déficientes pour Elp1 et Elp3, nous 
avons produit des cellules B16-F10 ayant perdu la fonction d’Elp5 ou d’Elp6. En effet, comme 
nous avons précédemment identifié les sous-unités ELP5 et ELP6 du complexe Elongator, 
nous avons voulu examiner si ces protéines étaient requises pour les fonctions cellulaires 
précédemment identifiées pour Elongator, à savoir la migration cellulaire, le pouvoir 
transformant et l’invasion. Sur la figure 41, nous pouvons voir par qPCR que les niveaux 
d’expression d’Elp5 (Fig.41 A) et Elp6 (Fig.41 B) sont diminué suite à l’infection lentivirale avec 
un virus délivrant des shRNAs spécifiques par rapport aux cellules contrôles. L’analyse des 
Figure 40. Elp1 est nécessaire pour l’invasion des cellules B16-F10. 
La culture en 3D dans du collagène permet d’évaluer le pouvoir invasif des cellules B16-F10 
déficientes ou non pour Elp1. Après trois semaines de culture dans ces conditions, les 
cellules sont colorées au bleu de méthylène (0,2% en suspension dans 50% de méthanol). 
Des photos sont prises et les colonies satellites sont comptées. L’expérience est réalisée trois 
fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les images montrent les résultats d’un test 
représentatif. 
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capacités migratoires de ces cellules par « wound healing assay » montre que les protéines 







Figure 41. Elp5 et Elp6 sont essentielles pour la migration des cellules dérivées de 
mélanome murin. 
A et B) Contrôle par qPCR de l’expression d’Elp5 (A) et d’Elp6 (B) dans les cellules B16-F10 
infectées avec un lentivirus délivrant un shRNA spécifique ou non (shRNA CTR, shRNA 
Elp5#1, shRNA Elp5#2, shRNA Elp6#1 et shRNA Elp6#2). C) Les capacités migratoires de ces 
cellules sont évaluées par « wound healing assay ». Les photos sont prises aux temps 
indiqués. Pour chaque condition expérimentale, la largeur de la brèche a été fixée à 100% 
au temps 0 et la largeur de la brèche au temps suivant est exprimée par rapport à cette 
valeur. Les expériences sont réalisées trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les photos 
montrent les résultats d’un test représentatif pour chacune d’elles. 
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De la même façon que pour les sous-unités Elp1 et Elp3, nous avons étudié le rôle des 
protéines Elp5 et Elp6 dans le pouvoir transformant des B16-F10. Nous pouvons voir dans la 
figure 42 que les cellules déficientes pour Elp5 (Fig.42 A) et Elp6 (Fig.42 B) présentent 








Afin de conforter l’idée qu’Elp5 contrôle la migration cellulaire en tant que sous-unité 
d’Elongator, nous avons généré différents mutants de cette protéine. Nous avons ainsi créé 
des vecteurs d’expression qui codent pour la protéine Elp5 ayant perdu 50, 100 ou 150 acides 
aminés dans la portion N- ou C-terminale. Ces mutants sont nommés : ΔN50, ΔN100, ΔN150, 






Figure 43. Illustration des mutants de la sous-unité ELP5. 
La protéine ELP5 humaine possède 316 acides aminés. Elle contient un motif conservé, le 
domaine de la superfamille Hap2 (Histone acetylation protein 2) décrit par (Li et al., 2001). 
Les mutants générés ont perdu de 50 à 150 acides aminés dans la partie N- ou C-terminale 
de la protéine sauvage. 
Figure 42. Elp5 et Elp6 affectent le pouvoir transformant des cellules issues de mélanome murin. 
Après 2 semaines de culture en « soft agar », les cellules contrôles (shRNA CTR) ou déficientes pour Elp5 (shRNA 
Elp5#1 et shRNA ELP5#2) ou Elp6 (shRNA Elp6#1 et shRNA Elp6#2) sont colorées au cristal violet et les colonies 
sont dénombrées dans chaque condition. L’expérience est réalisée trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les 
photos montrent les résultats d’un test représentatif. 
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Nous avons testé la capacité de ces mutants à s’associer avec les autres sous-unités du 
complexe Elongator par IP. Le mutant ELP5-ΔC50 est capable de lier la sous-unité ELP4 
endogène, alors que le mutant ELP5-ΔN50 en est incapable (Fig.44 A, comparer les pistes 6 et 
3). Ces données suggèrent que les 50 premiers acides aminés sont nécessaires pour 
l’interaction entre ELP5 et ELP4 (Fig.44 A, comparer les pistes 2,3 et 6 respectivement). Le 
mutant ELP5-ΔC100 a perdu la capacité de s’associer à ELP4, ce qui suggère que la protéine 
ELP5 présente un deuxième domaine d’interaction pour ELP4, entre les acides aminés 216 et 
265 (Fig.44 A, comparer les pistes 2 et 7). Malgré son incapacité à lier ELP4, le mutant ELP5-
ΔN50 reste capable de s’associer à la sous-unité ELP1 endogène, de même qu’à la sous-unité 
ELP3 exprimée de façon ectopique (Fig.44 B, comparer les pistes 3 et 4). Ces résultats sont les 
mêmes pour le mutant  ELP5-ΔC100, suggérant que la sous-unité ELP5 lie ELP4 et ELP3 (ou 
ELP1) via des domaines distincts (Fig.44 B, comparer les pistes 3 et 8). La perte des 150 
premiers (ΔN150) ou des 150 derniers (ΔC150) acides aminés est nécessaire pour abolir 










Figure 44. Importance de la structure d’ELP5 au sein d’Elongator. 
A) Les cellules HEK293 sont transfectées avec les plasmides d’expression indiqués dans la partie supérieure de 
la figure (Mock, ELP5-FLAG ou les mutants). Les extraits cellulaires sont soumis à une IP FLAG suivie d’un WB 
avec un anticorps anti-ELP4 (partie supérieure de la figure). L’expression des mutants ELP5-FLAG est détectée 
par WB à partir des extraits cellulaires avant l’IP (inputs) avec un anticorps anti-FLAG (partie inférieure de la 
figure). B) Les cellules HEK293 sont transfectées avec les plasmides d’expression indiqués (Mock, ELP5-FLAG 
ou les mutants) et les extraits cellulaires sont soumis à une IP FLAG suivie d’un WB avec un anticorps anti-ELP1 
ou anti-Myc (partie supérieure de la figure). L’expression des mutants Elp5-FLAG est détectée à partir des 
extraits cellulaires avant l’IP (inputs) par WB avec un anticorps anti-FLAG. L’expression de la protéine Myc-
ELP3 est détectée par WB avec un anticorps anti-Myc dans ces extraits (partie inférieure de la figure). 
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 Toujours dans le but de préciser qu’Elp5 régule la migration en tant que sous-unité 
d’Elongator, nous avons complémenté les cellules B16-F10 déficientes pour Elp5 avec le 
mutant ELP5-ΔN150 qui est incapable de s’associer aux autres sous-unités d’Elongator 
testées. Nous avons examiné la capacité de ce mutant à restaurer le défaut de migration 
observé dans les cellules B16-F10 déficientes pour Elp5. Pour ce faire, nous avons introduit en 
parallèle le vecteur d’expression codant pour la protéine ELP5 sauvage, le vecteur 
d’expression du mutant ELP5-ΔN150 ou un vecteur n’exprimant aucune protéine, dans des 
cellules B16-F10 contrôles ou déficientes pour Elp5. Ces cellules ont ensuite été soumises au 
« wound healing assay». L’expression de ces différents vecteurs est contrôlée par WB dans les 
lysats des cellules collectées au terme de l’expérience (Fig.45, à gauche). Nous pouvons voir 
dans la figure 45 que la protéine ELP5 sauvage restaure le défaut de migration observé dans 
les cellules déficientes pour Elp5 (shRNA ELP5 + ELP5-full length) après 7 heures, alors que le 
mutant ELP5-ΔN150 en est incapable (Fig.45, shRNA Elp5 + ELP5-ΔN150, temps 7h). Ces 












   
3. Conclusions 
 
Dans la première partie de notre travail, nous avons identifié DERP6 et C3ORF75 comme 
étant respectivement les sous-unités ELP5 et ELP6 du complexe Elongator humain. Ces sous-
unités, tout comme les autres protéines du complexe, sont majoritairement localisées dans le 
Figure 45. Relation entre la structure et la fonction d’Elp5 au sein d’Elongator. 
A) WB réalisé avec un anticorps anti-FLAG, sur les extraits cellulaires collectés après le « wound healing 
assay » des cellules B16-F10 déficientes ou non pour Elp5 et transfectées soit avec le vecteur 
d’expression codant pour la protéine Elp5 sauvage, soit avec un vecteur vide (Mock), soit avec le 
mutant ELP5-∆N150, ayant perdu les 150 premiers acides aminés et n’interagissant plus avec les 
autres sous-unités d’Elongator. B) « Wound healing assay » réalisé avec des cellules B16-F10 
déficientes ou non pour Elp5 et transfectées soit avec le vecteur ELP5 codant pour la protéine sauvage 
(ELP5-full length), soit avec un vecteur vide (Mock), soit avec ELP5-∆N150. Les photos sont prises aux 
temps indiqués. C) Quantification des résultats. Pour chaque condition expérimentale, la largeur de la 
brèche a été fixée à 100% au temps 0 et la largeur de la brèche au temps suivant est exprimée par 
rapport à cette valeur. L’expérience a été réalisée trois fois (valeur moyenne +/- écart-type). Les 
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cytoplasme. Nous avons démontré qu’ELP5 est essentiel pour l’intégrité du complexe en 
assurant une interaction optimale entre les sous-unités ELP3 et ELP4. 
La seconde partie de nos résultats porte sur l’étude de la contribution d’Elongator dans 
les capacités migratoires des cellules cancéreuses. Etant donné qu’Elongator intervient dans 
la migration de plusieurs types cellulaires (Close et al., 2006), nous avons utilisé des cellules 
issues de mélanome murin déficientes pour Elongator comme modèle cellulaire. Grâce au 
« wound healing assay », nous avons montré que l’invalidation des sous-unités Elp1, Elp3, 
Elp5 ou Elp6 affecte la migration cellulaire dans les cellules cancéreuses B16-F10. La protéine 
Elp5 doit interagir avec les autres protéines du complexe pour restaurer le défaut de 
migration observé dans les cellules B16-F10 déficientes pour cette sous-unité. De plus, nous 
avons pu mettre à jour le rôle d’Elongator dans le pouvoir transformant des B16-F10 par un 
test de « soft agar », ainsi que son rôle dans le pouvoir invasif de ces cellules grâce à une 
culture en 3D. Les mécanismes moléculaires impliqués dans ces processus ne sont pas encore 
identifiés.  
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Nous décrivons ici l’identification et la caractérisation des deux sous-unités humaines du 
complexe Elongator encore inconnues lorsque nous avons commencé ce travail. Ces 
protéines, préalablement nommées DERP6 et C3ORF75, s’avèrent être respectivement ELP5 
et ELP6. Nous avons montré que des cellules déficientes pour Elp5 et Elp6 présentent le 
même phénotype que celui observé précédemment pour Elp1 et Elp3, c'est-à-dire, une 
déficience dans le processus de migration, une dérégulation de la croissance indépendante 
d’ancrage et un déficit d’invasion dans une matrice de collagène. Nos résultats montrent 
également que la sous-unité ELP5 intervient dans la migration cellulaire au moins en 
permettant l’interaction entre les sous-unités ELP3 et ELP4. Nos données renforcent la notion 
que les sous-unités ELP1 à ELP6 agissent en un seul complexe pour réguler la migration 
cellulaire et la croissance indépendante d’ancrage. Elles fournissent également de nouvelles 
informations par rapport à la structure et à la fonction de ce complexe acétyltransférase.  
1. Structure du complexe Elongator 
 
Le complexe Elongator est composé de deux sous-complexes, le premier est nommé 
« core », il contient les sous-unités ELP1 à ELP3 et possède une activité acétyltransférase. Le 
deuxième sous-complexe est nommé « HAP », il comprend les sous-unités ELP4 à ELP6 
(Krogan and Greenblatt, 2001; Li et al., 2001; Winkler et al., 2001). Le sous-complexe « HAP » 
a récemment été décrit comme une ATPase hexamérique de type RecA (Glatt et al., 2012; Lin 
et al., 2012). Différentes équipes ont déjà réalisés des études afin de mettre en évidence la 
relation entre la structure et la fonction d’Elongator. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont notamment démontré que les sous-unités Elp1 et Elp3 sont requises 
pour l’intégrité structurelle du complexe Elongator (Fichtner et al., 2002b; Petrakis et al., 
2004). De plus, la sous-unité ELP3 est fortement déstabilisée après la perte d’expression de la 
protéine ELP1, ce qui confirme que cette dernière est cruciale pour l’assemblage d’Elongator 
en un complexe fonctionnel chez la levure, mais également chez l’homme (Close et al., 2006; 
Petrakis et al., 2004). En plus de son domaine HAT en C-terminal, la sous-unité Elp3 de levure 
possède un cluster FeS du côté N-terminal. Ce cluster n’a pas d’activité catalytique décrite 
mais il est nécessaire pour l’intégrité d’Elongator chez la levure (Greenwood et al., 2009). 
Notons que la mutation du domaine HAT d’Elp3 ne perturbe pas l’intégrité du complexe 
Elongator (Li et al., 2009). Dans des souches de levure mutées pour le gène ELP2, Petrakis et 
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al. ont montré qu’Elp1 pouvait toujours interagir avec les autres sous-unités du complexe. Ces 
données montrent qu’Elp2 n’est pas nécessaire pour l’intégrité fonctionnelle d’Elongator 
(Petrakis et al., 2004) et ces résultats ont été confirmés par Li et al. (Li et al., 2009). Nous 
pouvons noter qu’il est impossible de reconstituer un complexe actif en mélangeant les deux 
sous-complexes in vitro, ce qui indique que la dissociation du complexe est fonctionnellement 
irréversible (Winkler et al., 2002).  
Nous montrons ici qu’ELP5 s’associe à ELP1 et ELP3, mais il permet également 
l’association entre ELP3 et ELP4. Nos données suggèrent que cette sous-unité assure 
l’intégrité et la fonction d’Elongator. Au vu des résultats parfois contradictoires dans la 
littérature concernant les interactions protéines-protéines du complexe chez la levure 
(Tableau 3), il serait également intéressant de générer des cellules humaines déficientes pour 
d’autres sous-unités du complexe (par exemple : Elp2 et Elp4) et d’observer après IP quelles 
interactions subsistent, afin d’identifier clairement la structure du complexe. Ces données 
pourraient également être fournies par cristallographie. 
 
Tableau 3. Interaction connue entre les différentes sous-unités d’Elongator chez la levure et chez l’homme. 
 
Interaction          Conclusion   Cellule                    Référence 
Indépendante d’Elp3 Humaine Kim et al., 2002 
Elp1 et Elp2 
Dépendante d’Elp3 Levure 
Fichtner et al., 2002 ; Petrakis et al., 
2004 
Indépendante d’Elp2 Humaine Kim et al., 2002 
Indépendante d’Elp2 Levure 
Fichtner et al., 2002 ; Frohloff  et al.,  
2003 ; Petrakis et al., 2004 
 
Elp1 et Elp3 
Indépendante d’Elp5 Humaine (Close et al., 2012) 
Dépendante d’Elp1 Humaine Kim et al., 2002 
Indépendante d’Elp1 Levure Li et al., 2009 Elp2 et Elp3 
Dépendante d’Elp1 Levure Frohloff et al., 2003 
Dépendante d’Elp3 Levure Petrakis et al., 2004 
Elp1 et Elp4 
Indépendante d’Elp3 Levure Li et al., 2009 
Dépendante d’Elp3 Levure Petrakis et al., 2004 
Elp1 et Elp5 
Indépendante d’Elp3 Levure Li et al., 2009 
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Dépendante d’Elp3 Levure Petrakis et al., 2004 
Elp1 et Elp6 
Indépendante d’Elp3 Levure Li et al., 2009 
Dépendante d’Elp3 Levure Fichtner et al., 2002  
Elp2 et Elp5 Dépendante d’Elp1,  
Elp4 et Elp6 
Levure Frohloff et al., 2003 
Indépendante d’Elp2 Levure 
Fichtner et al., 2002 ; Frohloff et al., 
2003 Elp3 et Elp5 
Dépendante d’Elp1 Levure Frohloff et al., 2003 
Indépendante d’Elp5  
et Elp6 
Levure Petrakis et al., 2004 
Elp3 et Elp4 
Dépendante d’Elp5 Humaine Close et al., 2012 
Elp4 et Elp6 Indépendante d’Elp5 Levure Petrakis et al., 2004 
 
Nos résultats montrent d’une part que l’association entre ELP5 et ELP1/ELP3 nécessite 
les acides aminés 101 à 150 et les acides aminés 166 à 216. D’autre part, nous avons montré 
que l’interaction entre ELP5 et ELP4 nécessite également deux domaines : les acides aminés 1 
à 50 et les acides aminés 217 à 266. La portion C-terminale d’ELP5 est hautement conservée 
au cours de l’évolution (Fig.27 A et 46) et elle est localisée après le domaine d’interaction 
avec les sous-unités ELP1 et ELP3 (Fig.44 B et 46). Toutefois, le motif requis pour l’association 







Les derniers acides aminés, hautement conservés, d’ELP5 ne sont pas nécessaires pour 
l’interaction avec les sous-unités ELP1, ELP3 et ELP4. Ces résultats suggèrent qu’ELP5 pourrait 
avoir une fonction qui va au-delà de sa capacité à connecter les sous-unités d’Elongator. 
Figure 46. Domaines d’interaction d’ELP5 avec les autres sous-unités d’Elongator. 
La protéine ELP5 humaine contient 316 acides aminés. Elle possède deux domaines 
d’interaction avec ELP4 (acides aminés 1 à 50 et 217 à 266, colorés en roses). Les domaines 
d’association avec les sous-unités ELP1 ou ELP3 sont représentés en bleu (acides aminés 101 à 
150 et 166 à 216). Les acides aminés hautement conservés au cours de l’évolution sont 
représentés en vert (acides aminés 253 à 275 et 295 à 316). 
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Récemment, une étude réalisée chez la levure montre que l’acide glutamique 61 (E61) et 
l’acide aspartique 107 (D107) d’Elp5 sont des résidus critiques pour l’activité enzymatique 
ATPase permettant de libérer l’ARNt modifié (Glatt et al., 2012). De façon surprenante, ces 
résidus, de même que ceux qui les entourent, sont peu conservés au cours de l’évolution. Par 
contre, D107 est un acide aminé présent dans le premier motif de liaison d’ELP5 à ELP1 et 
ELP3. Chez la levure, la sous-unité Elp5 n’interagit pas directement avec Elp4, mais par 
l’intermédiaire d’Elp6 (Lin et al., 2012). Cette interaction pourrait être explorée chez l’homme 
par des expériences d’IP de la sous-unité ELP4 ou ELP5 dans des extraits de cellules 
déficientes pour ELP6. Différents travaux sont nécessaires afin de comprendre comment les 
deux sous-complexes s’assemblent. D’autre part, il serait également intéressant d’étudier le 
sous-complexe HAP humain afin de déterminer si celui-ci possède une activité enzymatique 
ATPase et dans l’affirmative, de voir si celle-ci est impliquée dans la fonction régulatrice 
d’Elongator au niveau de la migration et/ou du pouvoir transformant.  
2. Régulation du complexe Elongator 
 
La localisation cellulaire d’Elongator pourrait être régulée par acétylation, tout comme 
PCAF, une acétyltransférase nucléaire (Blanco-Garcia et al., 2009). En effet, PCAF possède un 
domaine NLS comprenant cinq lysines pouvant être acétylées par PCAF elle-même dans des 
conditions non encore élucidées. L’acétylation de ces lysines régule la localisation cellulaire de 
PCAF (Santos-Rosa et al., 2003). D’autre part, la localisation cellulaire et l’activité enzymatique 
de l’histone déacétylase HDAC6 sont également régulées par acétylation (Liu et al., 2012). De 
la même façon, des lysines présentes sur l’une ou l’autre sous-unité d’Elongator pourraient 
réguler la localisation et/ou l’activité d’Elongator. En effet, via le site « PhosphoSitePlus » qui 
reprend toutes les modifications post-traductionnelles identifiées par spectrométrie de 
masse, on peut voir qu’ELP4 et DERP6/ELP5 posséderaient au moins une lysine acétylée in 
vivo (http://www.phosphosite.org/homeAction.do). La mutation de ces lysines combinée à 
des expériences d’IF et/ou d’IP permettrait de déterminer dans quelle mesure la localisation 
ou la régulation du complexe Elongator dépendrait de l’acétylation, voire auto-acétylation. 
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3. Elongator dans les pathologies neurodégénératives 
 
Nos résultats fournissent des informations quant au rôle biologique de DERP6/ELP5, une 
protéine précédemment décrite comme étant un régulateur positif de p53 (Yuan et al., 2006). 
Notre laboratoire a antérieurement montré qu’une perte de fonction d’Elongator stabilise 
faiblement p53 dans des cellules dérivées du cancer du côlon, les HCT116. Par contre, elle ne 
modifie pas le niveau de phosphorylation de p53 suite à l’induction de dommages à l’ADN 
(Cornez et al., 2008). Certains gènes cibles de p53 sont exprimés de façon aberrante suite à la 
perte d’Elongator, ce qui indique que ce complexe protège les cellules de l’expression 
inappropriée de gènes dépendants de p53 plutôt que de promouvoir l’activation de p53 
(Cornez et al., 2008). De plus, une récente étude chez la drosophile indique qu’Elongator 
interviendrait comme régulateur positif dans la cascade de signalisation InR-TOR (Insulin 
Receptor-Target Of Rapamycin) laquelle intervient dans la régulation de la croissance et de la 
mort cellulaire. La mutation du gène poly, codant pour l’homologue d’Elp6 chez la drosophile, 
conduit à une augmentation de l’autophagie et de la mort cellulaire par apoptose dans les 
larves (Bolukbasi et al., 2012). En outre, notre laboratoire a montré précédemment que 
l’expression de la becline-1 est diminuée dans des cellules HeLa suite à la perte de fonction 
d’Elongator (Close et al., 2006). La becline-1 est une protéine importante dans la régulation 
de l’autophagie (Liang et al., 1999) et elle est essentielle pour le développement 
embryonnaire (Yue et al., 2003). Une activité autophagique anormale est fréquemment 
observée dans les populations de neurones affectés par les maladies neurodégénératives 
communes, telles qu’Alzheimer, Parkinson, Huntington et la sclérose latérale amyotrophique 
(Son et al., 2012). La perte de fonction d’Elongator résulte en un désordre 
neurodéveloppemental et neurodégénératif, la dysautonomie familiale, où la mort cellulaire 
précoce ou excessive est observée (Pearson et al., 1978). Ce phénotype plaide pour 
l’hypothèse qu’une augmentation de la mort cellulaire peut résulter d’une déficience de ce 
complexe. Toutefois, à l’heure actuelle, on ne sait toujours pas si cette pathologie résulte 
d’une dérégulation de l’autophagie et/ou de la fonction de p53. Cependant, Elongator semble 
intervenir comme un régulateur négatif plutôt qu’un régulateur positif de p53.  
Etant donné que les pathologies neurodégénératives précitées présentent également un 
défaut du trafic intracellulaire et que celui-ci joue un rôle crucial dans le développement 
neuronal, la dysautonomie familiale pourrait également résulter d’un défaut d’acétylation de 
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la tubuline-α suite à la perte de fonction d’Elongator (Creppe et al., 2009). De plus amples 
études sont nécessaires afin d’identifier les processus affectés par la perte de fonction 
d’Elongator, notamment au niveau du système nerveux et pour découvrir de nouvelles cibles 
potentielles de ce complexe. A cette fin, notre laboratoire a débuté l’étude de l’acétylome 
d’Elongator dans différents types cellulaires et la confirmation des substrats potentiels est en 
cours. Dans la lignée de mélanome murin B16-F10, USP33 (Ubiquitin-Specific Protease 33) 
pourrait être l’une des cibles d’Elongator. Parmi les substrats d’USP33, il y a la β-arrestine 2, 
une molécule adaptatrice multi-fonctionnelle qui agit en aval des récepteurs couplés à la 
protéine G (GPCR). USP33 agit sur la β-arrestine, il intervient dans la terminaison du signal 
induit par l’activation du récepteur β2AR (β2-Adrenergic Receptor), ainsi que dans le recyclage 
de ce récepteur (Shenoy et al., 2009). Un autre substrat d’USP33 est le récepteur de la 
protéine Slit : Robo1 (Roundabout) (Yuasa-Kawada et al., 2009). Ces dernières protéines 
interviennent dans la guidance neuronale (Brose et al., 1999) et dans la migration de cellules 
cancéreuses (Yuasa-Kawada et al., 2009). Nos résultats préliminaires montrent par WB que la 
protéine USP33 est stabilisée en l’absence du complexe Elongator fonctionnel. De plus, la 
perte de fonction d’USP33 dans les cellules B16-F10 conduit à un défaut de migration. Nous 
étudions actuellement la relation qui existerait entre la dégradation d’USP33 et son 
acétylation par Elongator. Notre hypothèse est qu’Elongator acétyle USP33, ce qui conduirait 
à sa polyubiquitination et à sa dégradation. 
 
Elongator dans le cancer et l’invasion métastatique 
Nos résultats révèlent que les cellules dérivées de mélanome murin déficientes pour 
Elongator forment peu de colonies en agar mou. Par conséquent, ce complexe favorise la 
croissance et/ou la survie de ces cellules de façon indépendante à l’ancrage. Le mécanisme 
moléculaire qui implique Elongator dans la transformation cellulaire n’est pas encore connu, 
mais il est possible qu’Elongator soit impliqué dans les premières étapes de ce processus. 
Nous investiguons en ce moment le rôle de différentes sous-unités de ce complexe dans le 
développement et la progression tumorale. A cette fin, nous utilisons notamment un modèle 
de xénogreffe. Des cellules issues de mélanome murin (B16-F10-Fl) ont été injectées dans la 
veine caudale de souris. Ces cellules expriment la luciférase et sont déficientes ou non pour 
Elp1. Les cellules peuvent être visualisées grâce à l’utilisation d’un appareil nommé le 
Xénogen, suite à l’injection de luciférine, le substrat de la luciférase, qui va émettre de la 
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luminescence. Les cellules tumorales B16-F10 ont la capacité de coloniser les poumons. Des 
résultats préliminaires montrent un retard dans le développement tumoral après 18 jours, 
dans les poumons des souris injectées avec les cellules déficientes pour Elongator, par 
rapport aux souris injectées avec des cellules contrôles. Ces résultats sont à confirmer avec 
des lignées cellulaires déficientes pour d’autres sous-unités d’Elongator afin d’attester 
l’implication de celui-ci dans le développement tumoral.  
L’étude du rôle d’Elongator dans un modèle d’invasion cellulaire en 3D nous a permis 
d’identifier une nouvelle fonction pour ce complexe. En effet, Elongator est impliqué dans le 
pouvoir invasif des cellules issues de mélanome murin in vitro. Toutefois, le mécanisme 
moléculaire n’est pas encore identifié. Il serait intéressant d’explorer le rôle d’Elongator dans 
la transition épithélio-mésenchymateuse. Par exemple, nous pourrions étudier le niveau 
d’expression de l’E-cadhérine suite à la perte de fonction d’Elongator. En effet, les cellules 
issues de mélanome invasif ont la caractéristique de ne plus exprimer l’E-cadhérine (Lopez-
Bergami et al., 2008). Or, la perte d’expression de cette protéine est le point de départ de 
l’invasion métastatique (Derksen et al., 2006; Perl et al., 1998).  
Au niveau du processus migratoire, de nombreuses pistes peuvent également être 
explorées. Nous pourrions étudier l’implication d’Elongator dans la première étape du 
processus de migration : la polarisation cellulaire (Etienne-Manneville, 2004b; Itoh et al., 
2002). Il serait intéressant d’analyser le niveau d’expression, la localisation ou le niveau 
d’activation de Cdc42 en absence d’Elongator. Nous pourrions également analyser le rôle 
d’Elongator sur des molécules impliquées dans l’association et la dissociation des complexes 
d’adhérence, comme par exemple la protéine PTEN. Car, la perte de fonction de cette 
protéine entraîne l’inhibition de l’apoptose et l’augmentation de la prolifération cellulaire. De 
plus, cette phosphatase est souvent inactivée dans les cancers dont les mélanomes (Miller 
and Mihm, 2006), ce qui fait que cette protéine un candidat intéressant pour les thérapies 
anti-cancéreuses. Comme nous l’avons vu dans l’introduction, le processus de migration 
cellulaire nécessite la rétractation de l’arrière de la cellule. Lors de cette étape, les intégrines 
sont recyclées (Ballestrem et al., 2001) par un mécanisme d’endocytose et les vésicules se 
déplacent le long des MTs (Proux-Gillardeaux et al., 2005). Pour rappel, ce mouvement est 
favorisé par l’acétylation des MTs (Dompierre et al., 2007; Reed et al., 2006) et Elongator est 
l’une des acétyltransférases des MTs (Creppe et al., 2009). L’observation moléculaire du 
phénomène de rétractation et plus précisément du recyclage des intégrines dans des cellules 
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déficientes pour Elongator pourrait nous fournir de précieuses informations qui 
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